LA CELLULE : ORGANISATION GENERALE ET DIVERSITE CELLULAIRE 


Semestre 1 
Biologie cellulaire 


Théorie de l'évolution I9 feme siècle 


> Charles Darwin : l'hypothèse de l'origine des espèces et de la diversité du vivant 

> Alfred Wallace : La sélection naturelle 

> Gregor Mandel : L'existence des gènes 

II. Théorie cellulaire 


1. Historique 

> 1 er microscope optique (17 ème siècle) : Anton Van Leeuwenhoek 

> Microscope de Robert Hooke (1665) : Cavité dans le liège = cellule 

> Observation de botanistes et zoologues : Théorie cellulaire 

• Schleiden et Schwann (1837-9) : « Tous les organismes sont composés d'une ou plusieurs cellules ; la 
cellule est l'unit structurale de la vie » 

• Rudolf Virchow (1855) : « Les cellules ne provenir que de la division d'une cellule préexistante » puis en 
1858 : « Chaque animal est formé de la somme d'unité vitales, les cellules, chacune d'entre elles 
détenant les caractéristiques de la vie... » 

> Louis Pasteur (1861) : Doctrine de la non spontanéité des germes 

> ADN dans les cellules (1924) : 

• Procaryotes : l'ADN n'est pas entouré par un système membranaire 

• Eucaryotes : l'ADN est entouré par un système membranaire 

2. Unité cellulaire : toutes les cellules... 

> Sont limitées par une membrane plasmique 

> Contiennent de l'ADN portant les informations génétiques (exception : les hématies...) 

> Synthétisent des protéines et ont besoin d'énergie et les cellules ne se forment pas spontanément mais 
après division cellulaire 

III. Organisation générale de la cellule 

1. Les 5 règnes 

> Cellules procaryotes : Règne microbien 
(Eubactéries et Archéobactéries) 

Capsule, paroi cellulaire, flagelles, inclusions cytoplasmiques, mode de division particulier 

> Cellules eucaryotes : 4 règnes 

• Animal : cellule animale 

• Végétal : cellule végétale 

• Champignons : Levures et champignons (Parasites, saprophytes et symbiotiques) 

• Protistes : Protozoaires 

Noyau et cytoplasme (cytosol + organite) 


Organisme 

Procaryote 

Bactéries, cyanobactéries 

Eucaryote 

Protistes, champignons, végétaux et 
animaux 

Taille de la cellule 

1 à 10 pm de long 

5 à 100 pm de long 

Métabolisme 

Anaérobie ou aérobie 

Aérobie (Anaérobie) 

Organites 

Pas d'organite 

Noyau, mitochondries, chloroplastes, 
réticulum endoplasmique, Golgi... 

ADN 

ADN cytoplasmique circulaire 

ADN très long, contenant de 
nombreuses régions codantes, 
entouré par l'enveloppe nucléaire 

ARN et Protéines 

ARN et protéines synthétisés dans le 
même compartiment 

ARN synthétisé dans le noyau, 
protéines synthétisées dans le cytosol 

Cytoplasme 

Pas de cytosquelette, de flux 
membranaire, d'endocytose ou 
d'exocytose 

Cytosquelette composé de filaments 
protéiques, flux membranaire, 
endocytose et exocytose 


Division cellulaire 

Chromosome séparés par leur attache 
sur la membrane plasmique 

Chromosomes séparés par le fuseau 
mitotique 

Organisation cellulaire 

Unicellulaire 

Principalement pluricellulaire, avec 
différenciation cellulaire 


2. Les dimensions cellulaires 

Rapport : Surface (S)/Volume (V) 

S = 4nr I. 2 et V=4/3nr''3 

3. Evolution phylogénique 

Evolution des espèces ; phylogénie d'une espèce, d'une famille... (Arbre phylogénique) 

Ne pas confondre avec l'évolution ontogénique : ontogénèse et développement de l'individu 

4. La cellule ancestrale 

> Procaryote ancestral et eucaryote ancestral 

> Vers l'unique ancêtre commun aux procaryotes et eucaryotes : le Progénote 

• Dans l'échelle temporelle : 3,5 milliards d'années 

• Formation spontanée de molécules organiques : atmosphère réductrice favorable en présence d'une 
source d'énergie (Soleil, décharges électrique) 

• Le « monde à ARN » : ARN auto-réplicatif dans une structure membraneuse composée de 
phospholipides 

> Source d'énergie métabolique : 

• Glycolyse en absence d'02 = Anaérobiose 

C6H1206 2C3H603 + 2ATP 

Glucose Acide lactique 

• Photosynthèse (UV) : 6C02 -> C6H1206 + 602 
-> Organismes autotrophes (Chlorophylliens) 

• Respiration (Métabolisme oxydant) en présence d'02 

= Anaérobiose : C6H1206 6H20 + 38 ATP 

-> Organisme hétérotrophes (Chaines respiratoire, mitochondries) 

IV. Diversité cellulaire 

Cytologie et Histologie (Tissus spécialisés des vertébrés) 

> Cellules épithéliales : Epithéliums et milieu extérieur (Polarité cellulaire) 

> Cellules nerveuses : Tissus nerveux (Potentiel d'action) 

> Cellules musculaires : Muscles striés et lisses 

> Cellules conjonctives : Tissus conjonctifs 

> Cellules sanguine : Globules rouges et blancs 

> Cellules de l'immunité : Lymphocytes et monocytes/macrophages 

> Cellules de la reproduction : Gamètes/glandes reproductrices 

-> Dissection et microdissection 

-> Pathologies humaines : Cytopathologie, histopathologie, pathologie moléculaire 
-> Cibles moléculaires et cellulaires des médicaments 


COURS II : LES CONSTITUANTS DE LA CELLULE 


I. Les atomes du vivant 


Chimie organique et minérale : C, N, 0, H 



Les biomolécules 


Associations d'atomes du vivant = Biochimie 

1. Précurseurs environnementaux : 

• C02, 

• H20 

• 02 

• N2 

2. Intermédiaires métaboliques (métabolisme intermédiaire) : 

> Pyruvate : CH3-C0-C00- 

> Acétate : CH3-C00- 

3. Précurseurs primordiaux (ou fondamentaux): 

> Acide aminée, oses, acides gras glycérol 

> Purines et pyrimidines (Bases azotées) 

4. Niveau macromoléculaire : 

• Protéines 

• Acides nucléiques 

• Polyosides 

• Lipides complexes 

5. Organisation supra-moléculaire : 

Assemblages de biomolécules et macromolécules 
-> Organites subcellulaires = Biologie cellulaire 

III. Masse moléculaire 

1. Unité de masse : Dalton (Da) 

1 Da = 1/Na g = 1,66 x 10 A -24 

Avec Na = Nombre d'Avogadro (6.10 A 23) 

Macromolécule si > 10.000 Da (10 kDa) 

2. Masse moléculaire relative (Mr) 

Etalon de masse : 1/12 de Carbonne 12 
Exemple : Protéine de 45 kDa ou Mr = 45.000 

IV. Eau, électrolytes et gaz 

1. L'eau 

« Solvant universel des organismes vivant et creuset des réactions biologiques » 

A. Structure électronique 

Orbitale tétraédrique sp3 

Asymétrie électronique = dipôle -> polarité 

O électronégatif -> Solvatation, liaison hydrogène 

B. La liaison hydrogène 

O accepteur et donneur de liaison H (2-3 kcal/mole) 

Atomes colinéaires ou non 
Les 3 états de l'eau : 

• Etat cristallin = Glace (Réseau tridimensionnel 'A) 

• Etat liquide = Eau (1/3,6 donc réseau instable) 

• Etat gazeux = Vapeur d'eau (O) 

Vitesse d'échange (Spatiale et temporelle) : 10 A -lls 
Liaison O— N et N— N : Structure des macromolécules 

C. Propriétés de solvant 

• Dissolution des sels Cristallisés et nombreux composés ioniques (Constante diélectrique élevée) 

• Solvatation des molécules organiques 

D. Ionisation de l'eau 

H20OH+ + 0H- [H+] = lOOnM = 10 A -7 M 

pH = - log [H+] = - log (10 A -7) = 7 

"Eau pure", à 25°C, concentration molaire 55,5 M 

2. Les électrolytes 


A. Anions et cations : Dissolution des sels minéraux 



• Cations alcalins : Na+ et K+ 

• Cations alcalino-terreux : Ca2+ et Mg2+ 

• Cations métalliques : Fe2+/3+, Cu2+, Zn2+, Mn2+, Co2+ « Oligo-éléments » 

• Anion Halogénés : Cl-, I-, F-, Br- 

• Autres anions: HC03-/ C032-, H2P04-/HP04-, S04- 

• Sels minéraux : NaCI, KCI, CaCI2, MgCI2, Nal, NaHC03,Na2C03, NAH2P04, NAHP04, sels de Ca, Mg, Fe, Cu... 

Ex: "Hydroxyapatite" Ca3(P04)2 -> Os et dents 

• Anions et cations organiques : Biomolécules ionisables (Acides aminés, acide gras, protéines, acides nucléiques 
B. Produit ionique (PI) et pression osmotique (PO) 

• PI = [A-] x [C+] 

Force ionique (f.i) = 'A m.v 2 
Avec v = valence électronique 

m = masse molaire 

• PO = C/m x RT 

Avec C = concentration 

T = température absolue (°K) 

R = constante des gaz parfaits 
PO = intracellulaire 

3. Les gaz 

Dissous dans l'eau et les solutions aqueuses électrolytiques : dioxygène (02), gaz carbonique (C02), gaz toxiques (03, CO 
Loi de Henry : [Gaz] = a.pGaz (p02, pC02) 

P = pression partielle, a = coefficient d'activité du gaz 

• Diffusibles à travers les structures cellulaires (membranes...) 

• Echangeables avec l'air (physiologie de la respiration 

V. Les précurseurs fondamentaux 

1. Les acides aminés (AA) 

A. Structure et propriétés 

a-aminés H2N-CH-COOH 20 AA fondamentaux (protéines) 

I C a asymétrique 

R 

R = Chaine carbonée, hydroxylée (alcool), soufrée (thiol), acide ou basique, hétérocycle, cycle aromatique... 

Propriétés : apolaire/polaire, ionisable/non ionisable... 

Autres AA : p-aminés, y-aminés, a-aminé non protéiques 


B. Polymères d'Acide a-aminé 
Polypeptides et protéines 


C. Voies de biosynthèse et de catabolisme des acides aminés 
Peptides et protéines : Biochimie métabolique 

2. Les purines et pyrimidines 

A. Structure et propriétés 

Hétérocycles azotés (A, T, C, G, U), ionisables et polaires (liaison H), soluble dans l'eau 

B. Incorporation dans les biomolécules liées à l'énergie cellulaire 
Nucléotides énergétiques : 

> Adénosines phosphorylées : AMP, ADP ; ATP et autres nucléosides-triphosphates : GTP, UTP 

> Co-facteur enzymatiques : 

• Flaviniques : FMD, FAD 

• Nicotines : NAD, NADP 

C. Polymères de nucléotides 


ADN et ARN synthétisés au cours de la réplication (ADN) et de la transcription (ARN) 



Gène de classe II -> ARNm codant pour la synthèse des protéines (Traduction) : Biologie moléculaire 


D. Voie de biosvnthèse et de catabolisme des purines et pyrimidines 
Biochimie métabolique 

3. Les glucides fondamentaux 

A. Structure et propriété 

> Oses simples en C5 ou C6 : Aldéhydes ou cétones, nombreux C asymétriques 

> Dérivés d'oses, osamines, désoxyoses (ADN), acide sialiques 

> Osides et polyosides : Liaison O-osidyle 

> Solubles dans l'eau 

B. Polymères d'oses 

Polyosides, formes de stockage de l'énergie (Amidon, glycogène...) 

C. Vois de biosvnthèse et de catabolisme des oses et polyosides 
Biochimie métabolique, biologie végétale 

4. Les acides gras et autre lipides simples 

A. Les acides gras (AcG) 

R-(CH2)n-COOH n > 6 Apolaire 

C16, C18, C20 saturés ou insaturés (1 à 4 doublets liaisons) 

B. Les triglycérides (TG) 

Glycérides : Esters de glycérol et d'acides gras (Apolaires) 

Triglycérides : Formes de réserve énergétique (Tissu gras) 

C. Les phospholipides 

Esters phosphoriques du glycérol et d'acide(s) gras : Glycérophospholipides 
Autres esters phosphoriques : Sphingolipides 

Amphiphiles : micelles détergentes et auto-organisation en membranes avec interactions lipides/protéines. 


D. Le cholestérol 

Dérivé isoprénique, alcool (polaire) mais molécule à 27 C (apolaire) ; rôles dans la stabilité et rigidité des membranes 
estérifiable par acide gras (Stéride) ; précurseur de vitamines et hormones (Physiologie animale) 

E. Biosvnthèse et catabolisme des AcG et des lipides simples 
Biochimie métabolique 

VI. Les macromolécules 

1. Les caractères généraux 

> Polymère de précurseurs fondamentaux 

> Taille et masse moléculaire élevées > 10 kDa à plusieurs millions de Da et taille 5 à 100 NM 

> Solubilité selon la composition et la taille 
Méthode biochimiques de séparation et purification 

2. Les protéines 

A. Structure 

> l re : polymères d'AA fondamentaux (séquence/traduction des ARNm) 

• Olygopeptides < 10 AA 

• Polypeptides > 10 AA, Mr < 10.000 

• Protéines Mr > 10.000, 1 ou plusieurs chaînes polypeptidiques 




> 2re : Repliements régulier de la chaine polypeptidique (Liaison H) -> Hélices a et feuillets p (classification structurale 
des protéines) 

> 3re : Repliement global de la chaine polypeptidique (Conformation : liaison H et autres) 

> 4re : association de chaines polypeptidiques 

B. Fonctions principales des protéines 

❖ Enzymes : catalyseurs biologiques 

Augmente la vitesse de transformation : Spécificité/substrat 

❖ Récepteurs et transporteurs 

> Récepteurs et transporteurs membranaires : 

Protéine intégrées ou ancrées dans la membrane 

Protéines partenaires (Association supramoléculaire/ interactions privilégiées) 

• Liaison du Ligand (Modèle saturable) 

1. Internalisation du couple ligand/récepteur (Endocytose) 

2. et/ou Transmission par protéines partenaires 

3. Second messager cytoplasmique (Transduction du signal) 

• Liaison et transport du ligand : Transport actif 

> Récepteurs cytoplasmiques 

Le ligand a passé la barrière de la membrane plasmique : 

1. Liaison ligand/récepteur 

2. Dimérisation du récepteur ou recrutement de protéines partenaires 

3. Migration dans le noyau du couple ligand/récepteur modifié (Pas de 2 nd messager) 

> Autres récepteurs : Dans RE, lysosome, mitochondrie 

> Transporteurs solubles : Protéines plasmiques ou cytoplasmiques 

❖ Antigènes (AG) et Anticorps (AC) 

> Protéines antigéniques : Injection/animal (Anticorps polyclonaux) ou dans système d'hybridome (Anticorps 
monoclonaux) 

> Nature des anticorps : Immunoglobulines 

> Spécificité de la reconnaissance antigène/anticorps 

> Anticorps = Outil en biologie cellulaire et biochimie 

• Mettre en évidence une protéine (Ac -> Ag spéci que) = Réaction qualitative 

• Doser une protéine = Réaction quantitative 

❖ Facteurs de transcription 

Intéractions protéines/ADN : Promoteur du gène -> complexe actif (Transcription) ou inactif (Pas de transcription) 

3. Les acides nucléiques 

A. Structures 

> l re : Polymère de nucléotides 
Nucléotide = Base + Ose + Phosphate 

ADN : Guanine, adénine, thymine, cytosine + Désoxyribose + P 
ARN : Guanine, adénine, uracile, cytosine + Ribose + P 

> 2re : Association des chaines (Liaison H) 

ADN bicaténaire (AT, CG) en hélice (ADN-B) 

ARN monocaténaire replié (Auto-appariement) 

> 3re : Conformation globale 

B. Contenu en ADN et ARN d'une cellule humaine 

ADN (1 pg) : Génome diploïde (2 x 3.10 A 9 pb) 

ARN (20 à 30 pg) : 1% du contenu 

C. Fonctions des acides nucléiques 

> ADN : Support de l'information génétique 

(ADN chromosomique et ADN mitochondrial), auto-reproduits par réplication semi-conservatrice (Mitose, 
Phases) du patrimoine génétique 

> ARNs : 

• Messagers matures : Portent l'information génétique pour la traduction (Code génétique) 

• Ribosomiques : Support de la traduction 




• De transfert : Portent les AA pour la traduction (Spécificité) 

> Petits ARNs nucléaires : Nucléole 

4. Les polyosides 

> l re : Polymères d'oses ou dérivés d'oses 

Ex : Polymère de glucose : Amidon, glycogène, cellulose 

> 2re : Repliement dû à la conformation de la liaison entre les oses -> linéaires, en hélice, arborescent 

> Association à des protéines = Protéoglycanes : Matrice extracellulaire et hyaloplasme (Cytosol) 

5. Les associations lipidiques 

> Lipoprotéines : Micelles lipidiques (TG, Cholestérol) stabilisées par des phospholipides et des protéines 
(Apolipoprotéines) = formes de transport des lipides insolubles dans l'eau (Plasma sanguin) 

> Membranes cellulaires : Association aux protéines membranaires 

VII. Les associations supramoléculaires 

1. Associations nucléoprotéiques 

> Ribosome : ARN et protéines ribosomiques 

> Nucléosome 

2. Complexes enzymatiques 

> Acide gras synthétase : 5 enzymes 

> Protéasome : Complexe protéolytique 

3. Membranes cellulaires mono- ou bi-couches 

Association de lipide et de protéines 


COURS III : LES METHODES D'ETUDE EN BIOLOGIE CELLULAIRE 


I. Les modèles d'études 


1. Organismes unicellulaires 

> Procaryotes : Escherichia coli (Colibacile) 

> Eucaryotes unicellulaires 

• Levures : Saccharomyces cerevisae (Levure de bière) 

• Protozoaire : Paramecium sp (Paramécie) 

2. Organisme pluricellulaire 

> Végétaux : Arabidopsis thaliana (Arabette des dames) 

> Mollusques : Caenorhabditis elegans (Nématode, eutélie) 

> Insectes : Drosophila melanogaster (Diptère) 

> Vertébrés : Danio rerio (Zebrafish) 

> Mammifères : Mus musculus (Souris, knock out génétique...) 

Mattus norvegius (Rat gris) 

> Primates : Mataca mullata (Singe rhésus ou macaque) 

II. Isolement et culture des cellules 

1. Méthodes séparatives 

A. Méthodes de dissociation des tissus 

> Mécaniques : Appareil de Potter : Si un type cellulaire majoritaire (Ex : Hépatocytes) 

1. Dissociation douce 

2. Sédimentation par centrifugation < 1000 g 

> Enzymatiques : 

1. Hydrolyse de la matrice extracellulaire par hydrolase +/- spécifique (Collagénase/collagène, 
hyaluronidase/acide hyaluronique et protéoglycanes) 

2. Décollement des cellules (Ex : Cellules endothéliales vasculaires à la trypsine) 





B. Méthodes de séparation des différents types cellulaires 


Cellule en suspension/milieu tamponné et isotonique 

> Centrifugation 

• Elutriation par centrifugation : Fonction du diamètre cellulaire (Ex : Cellules sinusoïdales du foie) 

• Centrifugation sur gradient de densité : Fonction de la densité cellulaire (Sur Ficoll®, métrazamide...) 

(Ex : Cellule étoilées du foie) 

> Filtration sur tamis de porosité choisie : Fonction du diamètre cellulaire, pour retenir ou éliminer un type 
cellulaire, ou éliminer toutes les cellules (Milieu acellulaire) 

> Cytométrie en flux continu : Expression spécifique/un type cellulaire 

Ex : Trieur de cellules par fluorescence (FACS) avec Ac fluorescent/antigène membranaire (Laser UV) 

-> Triage cellule par cellule : Etudes/cycle cellulaire et apoptose (Taille et contenu en ADN) 

2. Cultures cellulaires (in vitro) 

A. Mise en culture 

> Cellule en suspension (cellules dissociées non adhérentes) ou adhésion sur boite plastique, type pétri ou 
flasque (Cellules adhérentes) 

+/- Matrice de culture (Collagène, fibronectine...) 

> En milieu de culture : 

Minéraux (Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-...) 

Milieu tamponné (NaHC03) 

Nutriments énergétiques (Glucose, AA, vitamines...) 

Facteur de croissance : Sériques (SFV) ou spécifiques : FGF, VEGF... 

> A 37°C (Etuve thermorégulée) en atmosphère contrôlée (5% C02, 95% 02) avec humidité constante 
(Saturation : Incubateur pour culture cellulaire). But : Se rapprocher des conditions in vivo 

B. Cellules normales (cultures organotypiques) 

> Multiplication rapide par division cellulaire mitotique (Croissance exponentielle puis phase de plateau), 
parfois difficile (Ex : Flépatocytes en survie pendant 48h), puis arrêt de croissance (Quiescence en phase GO 
du cycle cellulaire) = culture primaire (Primoculture) 

Si épithélium : Cellules adhérentes croissent en îlots formant un tapis cellulaire avec inhibition de contact à la 
confluence cellulaire (Epithélium reconstitué) 

> Possibilité de repiquages (Cultures secondaires ou sous-cultures) : Maintien de la culture en expansion par 
dissociation mécanique (Racloir) ou enzymatique (Trypsine) si cellule adhérentes avec production d'une 
matrice extracellulaire 

> Plusieurs repiquages possibles en maintenant le phénotype, mais dégénérescence progressive : Cultures 
vieillissent et meurent par apoptose (Défaut de facteur de croissance) 

Si à partir d'une seule cellule : Etablissement d'un clone (Ex : Lymphocytes B en clone plasmocytaire) 

> Possibilité de co-culture : Tissu reconstitué in vitro 

(Ex : Cellule endothéliales et cellules musculaires lisses) 

C. Cellules cancéreuses 

> In vitro : Perte de l'inhibition de contact, repiquages quasiment infinis donc cellules immortelles (Lignées 
cellulaires continues). Perte de la régulation du cycle cellulaire ou de l'apoptose spontanée ou induite par les 
agents chimiothérapeutiques (Chimiorésistance) 

Ex : Cellules Hela (Carcinome utérin)/H elen Lacks 1952 

> In vivo : Augmentation de la taille de la tumeur, décollement d'îlots et dissémination par voir sanguine ou 
lymphatique (Métastases à distance de la tumeur, extension et généralisation du cancer) 

III. Etude des cellules par microscopie 

1. Microscopie photonique ou optique (MO) 

A. Microscopie optique en lumière transmise (Fond clair) 

> Cellules fixées ou colorées (x 2000) 

> Colorants vitaux (Rouge neutre/vacuoles) 

> Fixateurs (Ethanol, HCHO, glutaraldéhyde) 

> Coupes à inclusion (Microtome/paraffine) colorées à l'hématoxyline (Macromolécules chargées) 

Ou sur fond noir (Lumière réfléchie) 


B. Microscopie optique à contraste de phase 


Objets d'amplitude et objet de phase 

(Transparents et réfringents : Variation indice de réfraction ou d'épaisseur) 

> Pour les cellules non colorées, vivantes ou fixées : 

• Phase inversée (Suivi des cultures cellulaires) 

• Contraste d'interférence différentielle (Variation indice de réfraction) 

• Polarisation : Microscope polarisant (1 polaroïd) 

C. Microscope à fluorescence 

Polarisant (2 polaroïds)/Structure anisotropes ; Excitation/Emission ( \> ) 

> Utilisation du fluorochromes : 

• Fluorescence naturelle (l re ) : Vitamine A 

• Marquage des protéines/FITC (Isothiocyanate de fluorescéine, jaune-vert), ou rhodamine (Rouge) 

• Marquage des acides nucléiques/iodure de propidium (Rouge) ou BET (Bromure d'éthidium. Orange) 
Et microscope confocal : Images sériées en profondeur ; possibilité de double marquage (2 Fluorochromes) 


2. Microscopie électronique (ME) 

A. Microscopie électronique à transmission (MET) 

> Principe : Rayonnement électronique 
Ddp = 100 kV, K = 0,005 nm x 2.000.000 

> Préparation de l'échantillon : 

• Fixation : Glutaldéhyde (Protéines) + Os04/Lipides 

• Inclusion : Résine époxy, coupe ultrafines (ultramicrotome : 30 nm), sur grille métalliques (Cu) 

• Contraste : Dépôt de métaux lourds (Acétate d'uranyle/nucléoprotéines, citrate de Pb/Membranes) ou 
marquage à l'or colloïdal (Ac) 

> Cryofracture et cryodécapage avec ombrage métallique (Pt) ou C 

B. Microscopie électronique à balayage 

Faisceau d'électrons balaie la surface des cellules recouvertes d'un film de Pt (Ombrage métallique) métal excité par les 
électrons renvoie un rayonnement secondaire observé sur écran cathodique ; Résolution < MET, meilleur relief 

C. Microscopie électronique à haut voltage 
Ddp = 1 MV : Coupes épaisses (Organite en 3D) 

3. Microscope à force atomique (AFM) : Effet tunnel 
IV. Marquages et immunomarquages 

Etudes cytologiques et histologiques 

(Histopathologie) : Groupement chimique ou molécules (Protéines, acides nucléiques, enzymes, glucides, lipides) 

1. Techniques histochimiques 

A. Congélation, Dessiccation : Evite la diffusion 

> Congélation/Propane-isopentane/N2 liquide (-196°C) puis transfert à -80°C sous vide (Sublimation de la 
glace) 

> Congélation-substitution/Mélange d'alcools à -80°C 

B. Marquages enzymatiques 

Révélation d'activité enzymatique in situ 

Ex : Glucose-6, phosphatase/RE 

C. Marquages par des isotopes radioactifs 

Ex : 35S-cystéine in vivo : Coupe histologiques/MO ou ME 
Révélation photographique (Autoradiographie) 

D. Marquages par des substances fluorescentes 


Ex : Marquage GFP (« Green Fluorescent Protéin ») par gène GFP « Reporter » : incorporation du gène hybride GFP-protéine 
cible dans le génome cellulaire (Transfection), expression de la protéine-GFP fluorescente (Protéine de fusion) 




2. Techniques immunocytochimiques 


Antigénicité des protéines : Anticorps (Ac) polyclonaux ou monoclonaux 

A. Immunofluorescence (MO à fluorescence) 

> Directe : Anticorps marqué par fluorophore 

> Indirecte : Anticorps secondaire marqué/Anticorps primaire 

B. Technique à l'or colloïdal : Révélation MET 


C. Techniques immuno-enzymatiques 

> En MO : Peroxydase (HRP) ou phosphatase alcaline (PAL), marque anticorps secondaire (en indirect) 

> En ME : Peroxydase ou or colloïdal 

3. Sonde d'ADN pour hydridation in situ 

Localiser dans la cellule des séquences d' Acide nucléique complémentaires/sonde utilisée (ADN/l, ADN/2, ARN, 
oligonucléotides synthétiques) 

Sondes « chaudes » : isotopes radioactifs (3H, 32P) ou « froides » : fluorescentes ou non (biotine, PAL) 

Dénaturation des ADN et hybridation par renaturation 

V. Fusion et transfection, génie génétique 

1. Fusion cellulaire 

> Entre une cellule différenciée saine et une cellule tumorale = Hétérocaryon (2 noyaux) 

> Sélection sur milieu de culture approprié d'un clone de cellules hybrides (Caractère immortel) 

Ex : Hybridomes/Production Ac monoclonaux 

2. Transfection et cellules immortalisées 

A. ADN transfecté 

ADN/2, ADN/l, ARN oligodésoxynucléotides 

B. Vecteurs de transfection (et de clonage) 

ADN nu, plasmides, bactériophages... 

3. Génie génétique 

A. Définition 

Ensemble des méthodes d'intervention/ADN 

> Nouvelles molécules d'ADN, traduction ou transcription in vitro 

> Production d'organismes mutants révélant la fonction d'un gène (OGM) 

> Animaux transgéniques 

B. Génie génétique appliqué à la production de protéines recombinantes 

> Choix de l'hôte et du vecteur : hôte procaryote ou eucaryote (Modification post-traductionnelles) 

> Production et purification de la protéine : Protéine native (Périplaste/E. coli) ou de fusion (Génique) : 
Protéine GST (Purification par affinité) 

> Exemples de protéines recombinantes d'intérêt pharmaceutique : Facteurs de coagulation, interleukines et 
interférons, hormone (insuline, hormone de croissance...) 

VI. Etudes fonctionnelles 

1. Mesure des concentrations intracellulaires en ions 

A. Avec des micro-électrodes (« Patch clamp ») 

Mesure du flux ionique au niveau d'un canal membranaire (Pipette pm) 


B. Avec des indicateurs fluorescents 


Ions calcium : Méthode à l'indo-1 (Complexe le Ca2+, composé fluorescent rouge, intensité proportionnelle) 
Fluorochromes spécifiques des H+ : pH intracellulaire 

2. Incorporation de précurseurs marqués 


A. « Puise » avec précurseurs radiomarqués 

Emetteurs |3 (Electrons) 

3H-Thymidine : Marquage ADN/Réplication 

3H- ou 14C-Leucine : Marquage protéines/traduction 

(35S-Methionine, AS plus faible, émetteur y) 

Puis autoradiographie ou comptage (Geiger, scintillation solide/y ou liquide/p) ou MO, MET 

3. Extraction et séparation des biomolécules 

A. Précurseurs solubles 
AA, amine biologiques, glucides simples 

->ldenti cation par méthodes chimiques de groupe, chromatographiques (CCM...), spectroscopies (IR, UV, fluorescence, 
spectrométrie de masse...) 

-> Séparation et quanti cation par méthodes chromatographiques (CLHP, CPG) 

B. Précurseurs peu solubles 

Lipides solubles dans solvants organiques (CHCI3, éther, hexane...), identifiés par méthodes chromatographiques et 
spectrométrie de masse 

C. Macromolécules 

> Méthodes séparatives : Filtration, centrifugation, précipitations sélectives 

• Précipitation des protéines 

.Par les acides : TCA, SSA : Déprotéinisation 
.Par les solvants organiques : alcools acétone 
.Par les sels neutres : Sulfate d'ammonium 
.Par la température : Dénaturation/Coagulation 
.Au pl (Définition du point isoélectrique) 

• Précipitation des polysaccharides et des acides nucléiques (ADN, ARN) 

> Méthode de fractionnement 

• Chromatographies préparatives : Fonction intrinsèque 
.Taille et Mr : Exclusion stérique (CES) 

.Ionisation et pl : Echanges d'ions (CEI) 

.Liaison ligand spécifiques : affinité 

.Liaisons moins spécifiques : Adsorption, pseudo-affinité (Métaux colorants) 

• Electrophorèses préparatives (EP) : En gel d'agarose ou polyacrylamide 

PAGE-SDS « PolyAcrylamide Gel Electrophoresis » après dénaturation au DodécylSulfate de Sodium : 
CH3-(CH2)11-S04- 

> Méthodes d'étude structurale 

• Séquençage : peptidique (Chimique, génétique), nucléotidique et osidique (Chimique) 

• Radiocristallographie (Cristallogenèse/Diffraction des rayons X, protéines et ADN) 

• Résonnance magnétique nucléaire (RMD-2D/en solution mais <60kDa) 

• Détermination de la masse moléculaire : Séquençage, CES, ultracentrifugation, électrophorèse 

• Détermination du pl (Protéines) : iso-électrofocalisation en gel 

4. Etude des fonctions des macromolécules biologiques 

A. Protéines 

> Enzymes : Mesure de l'activité enzymatique 

> Transporteurs, récepteurs, protéines vectrices : Etude de la capacité de liaison 

• Spécificité du ligand : Déplacement 

• Affinité pour le ligand : approche de Scatchard 

-> K(D) de la liaison (A nité = 1/K(D)), nombres de sites 

> Antigènes (Ag) 

• Propriétés immunogènes : protéines glycoprotéines, polysaccharides, ADN 



• Reconnaissance par les anticorps (Ac) : 

.Ac précipitant (immunoprécipitation, précipitation en gel qualitative et quantitative, ELISA) 

.Ac neutralisants : Diminution de l'activité biologique 
.Ac liant le complément immunologique 

• Purification des anticorps (Ig) : CEI, affinité/protéine A, élution non spécifique (Diminution du pH) 

• Purification des anticorps par immuno-affinité : Ac/colone chromatographique (Elution par baisse du 
pH) 

B. Acides nucléiques 

> Réplication de l'ADN avec amplification : 

« Polymerase Chain Reaction » (PCR) 

> Etude quantitative des ARNm : 

« Reverse Transcription » (RT-PCR) 

ARN -> ADN simpli é par PCR 

> Expression in vitro : Traduction d'ARNm sur ribosomes isolés (Réticulocytes de lapin) 

> ARN interférence : Transfection par siRNA, bloque traduction de l'ARNm cible (Complexe reconnu par 
nucléase) 

C. Etude des interactions moléculaires : 

Protéine/Protéine ou Acide nucléique/Protéine 

> Méthodes statiques : Précipitation des complexes 

> Méthodes dynamiques : En temps réel ou par outils de la génétique moléculaire 

D. Polymérisation des biomolécules (Synthèses in vitro) 

> Des AA en polypeptides : Synthèse dirigée 

> Des nucléotides en acide nucléiques : Synthèse automatisée avec lecture du code génétique 

VII. Fractionnement subcellulaire 


1. Principe de centrifugation 

> Coefficient de sédimentation (CS) 

Unité Svedberg (S) : 1 S = 10 A -13 s 

> Centrifugation différentielle : Centrifugations de vitesse et de durée croissantes (Surnageant/Culot) 

> Centrifugation en gradient : 

• A l'équilibre ou isopycnique 

• Centrifugation zonale : Taille (CS) 

2. Application préparatives 

> Isolement des organites 

> Contrôle de purification 

• Morphologique en MET : Noyaux, mitochondrie 

• Marqueurs fonctionnels : Enzymes 


Organites ou constituants cellulaires 

Enzymes 

Membrane plasmique 

5'-Nucléotidase 
Phosphatase alcaline 
r-Glutamyltranspeptidase 

Cytosol 

Lactate-déshydrogénase 

B-Glucosidase 

Peroxysomes 

Catalase 

D-aminoacide-oxydase 

Lysosomes 

Phosphatase acide inhibable par F- 

Mitochondries 

> Membrane 

> Espace inter-membranaire 

> Membrane interne 

> Matrice 

Monoamine-oxydase 

Adénylate-kinase 

Succinate-déhydrogénase 

Clutamate-déhydrogénase 

Organites ou constituants cellulaires 

Enzymes 

Golgi 

Galactosyl-tranférase 

Réticulum endoplasmiques : 

> Membrane externe 

> Matrice 

Mannose-6, Phosphatase 
Glucose-6, Phosphatase 

Noyaux 

ADN-nucléotidyl-transférase 




COURS IV : LA MEMBRANE PLASMIQUE ET LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES 


Structure et composition chimique 
1. Définition de la membrane plasmique (MP) 


> Enveloppe continue de la cellule : Frontière entre Ml et ME 




> Composition chimique variable 

> Continuité transitoire avec membranes du système en-membranaire par les vacuoles d'exocytose : 

RE, Golgi, endosomes, lysosomes 

> Filtre sélectif/nutriments et déchets, maintient des différences de concentrations ioniques entre Ml et 
ME 

> Capte des signaux externes : Communication intercellulaire, reconnaissance, adhérence... 

2. Organisation générale 

> Double feuillet lipidique/protéines et cell-coat externe glucidique 

> En MET : Deux feuillets osmiophiles de part et d'autre d'un feuillet osmiophobe : épaisseur = 7,5 nm 
(75 À) 

> Même structure (sans cell-coat) limite les organites cellulaires et les vacuoles (Sauf vacuoles lipidiques 
et grains de glycogène) 

3. Les lipides membranaires (30-40%) 

A. Nature chimique 

> Phospholipide (PL) (50%) 

Phosphatidyl-choline : Tête polaire hydrophile et corps apolaire hydrophobe -> Amphiphiles 

> Cholestérol (25%) : pas/procaryotes ; amphiphiles sauf si estérifié/AcG 

> Glycolipides (GL) (20%) : Neutres (Sphingolipes et cérébrosides) ou acides (Gangliosides) ; Chaines 
glycosylées dans le cell-coat ; rôles fonctionnels : 

• Antigène de surface (Ex : Groupe A B O/Hématies) 

• Récepteurs membranaires (Ex : Gangliosides/Hormones et toxines) 

B. Bicouche lipidique 

> Structure : 

• Groupes polaires des lipides : Face externe de la bicouche (Feuillet externe osmiophile) et 
face interne (Feuillet interne osmiophile) 

• Groupes apolaires des lipides : Feuillet médian osmiophobe 
Feuillet externe (FE) : Souvent plus épais, relié au cell-coat par GL 

Feuillet interne (Fl) : En liaison avec éléments périphériques du cytosquelette = Asymétrie de 
la membrane plasmique 

> Asymétrie de composition : 

• FE : + Glycolipides et phosphatidyl-choline 

• Fl : + Phosphatidyl-sérines et -éthanolamines -> Importance fonctionnelle 

Organisation spontanée des lipides en suspension aqueuse : Tête apolaires au contact de l'eau et 
parties hydrophobes se regroupent au centre = Micelle (Structure monocouche), stabilisée si molécules 
amphiphiles (PL, GL) et organisation possible en bicouche 

> Fluidité membranaire : état fluide <r> état visqueux 

7i état fluide par insaturation des AcG 

7 état visqueux par cholestérol, saturation des AcG et température 

C. Micro-domaines lipidiques 

> Modèle en « mosaïque » : Fluide bidimensionnel Régionalisation bilatérale et transversale des 
molécules -> micro-domaines lipidiques, insolubles dans les détergents ou DIG (« Detergent- 
Insoluble-Glycolip-enriched domains »), compacts, peu fluides, équilibre de dissociation/fusion 

> Facteurs de fusion : Sphingolipides, cholestetérol, annexine II (Relie le cytosqueltte au DIGs) 

> Rôles des DIGs : plate-formes/protéines membranaires (« Raft ») -> Signalisation ; contrôle de 
l'expression des gènes/mitose et biogenèse de la membrane plasmique 

4. Les protéines membranaires (50-70%) 

A. Classification 


> Protéines intrinsèques (Classe I) : 70% (ou trans-membranaires) ; 3 domaines : IC (ou 
cytoplasmique), trans-membranaire et EC 

Extrémités hydrophiles (N- ou C-ter), fragment trans-membranaire hydrophobe (Amphiphiles) 
Protéines à simple passage trans-membranaire (Bitopiques) ou à passage multiple (Polytopiques) 
N-terminal cytoplasmique (Type 1) ou extracellulaire (Type 2) ; Difficulté d'extraction : Détergents 
puissants, solvants organiques 


> Protéines extrinsèques (Classe II) : 30% (ou périphériques), en dehors de la bicouche lipidique, 
face cytosolique (IC) ou face externe (EC) 



• Liées par ancrage lipidique : GPI (Glycosylphosphatylinositol) ou chaine cardonée/FI 

• Ou non liées covalentement (Interactions faibles) ; Protéines du Fl sont peu glycosylées/FE ; 
chaines glycaniques font partie du cell-coat 

Extraction facile si non liées (f.i élevée) ou spécifique du fragment d'ancrage (PLC/GPI) 


B. Fonctions 


> Récepteurs de molécules informatives ou de stimuli physicochimiques, signaux convertis 

(Transduction du signal) 

> Transporteurs de substances nécessaires au remplacement/constituants cellulaires et croissance 

> Mécanismes de reconnaissance cellulaire : par des propriétés AG (Système FILA) 

> Adhérence cellulaire : Liaisons avec cytosquelette 

> Activités enzymatiques, liaison/virus, toxines, médicaments... 

5. Le cell-coat 


Partie la plus externe de la membrane cellulaire, épaisseur variée (épithéliums, face luminale) 

A. Composition et structure 

> Glycoprotéines extrinsèques (Laminine, fibronectine 

> Partie glycaniques des glycoprotéines intrinsèques, glycolipides et protéoglycanes 

-> Interactions faibles mains nombreuses 
Edi ce brillaire perpendiculaire à la MP 

B. Fonctions 

> Protection mécanique : Résistant aux enzymes protéolytiques 

> Charge de surface : Acide sialique des GP et GL 
-> Charges négatives à pH = 7 

-> Piégeage des cations et nombreuses molécules 

> Activités enzymatiques spécialisées (Différenciation) 

> Adhérence cellulaire : Molécules d'adhésion (CAM = Cell Adhesion Molécules, cadhérine, 
sélectines, intégrines...) 

6. Les mouvements des lipides et des protéines 

Fluidité membranaire 

A. Mouvements des lipides 

> Diffusion latérale : 1 pm/s ; surtout PL, vitesse diminue avec longueur chaine AcG et saturation 

> Mouvements de rotation et de flexion 

> Flip-Flop : Diffusion d'une couche à l'autre (vit/100), nécessite des protéines spécialisées 
(Flippases) et de l'énergie -> Selon composition en AcG et cholestérol 

B. Déplacement des protéines 

> Mobilité latérale et mouvement de rotation (pas de flip-flop) 

> Mise en évidence expérimentale : 

• Fixation d'AC fluorescents/protéines de membrane 

• Photoblanchiment : marquage par molécule fluorescente ; extinction de fluorescence par 
irradiation laser ; le champ redevient fluorescent spontanément 4 Mesure de vitesse de 
recouvrement et d'intensité de fluorescence 

> Notion de compartiment : 

0,1 à 1 pm 2 : Déplacement libre des protéines trans-membranaires (Rafts ?) 

> Limitation des mouvements 

• Capping : Ig à la surface des lymphocytes au cours de l'activtion lymphocytaire 

• Interactions avec le cytosquelette : Fixation relative des récepteurs membranaires (Rôle des 
microtubules) 

• Interactions avec la matrice extracellulaire : CAM et SAM (Molécules d'adhésion au substrat) 
-> Adhérence et jonctions intercellulaires 

Fonctions 


1. Transports perméatifs 

Transports sans modifications morphologiques visible en ME, donc sans intervention du cytosquelette -> 
Molécules non polaires et Mr faible 


A. Transports passif 




Sans consommation d'énergie 


> Diffusion simple selon : 

• La taille des molécules : V = 1/T 

• La polarité : V = 1/P 

• L'ionisation : molécules ionisées et très hydratées ne traversent pas les membranes 

• Le coefficient de partage lipides/eau : Molécules solubles dans les lipides (Lipophiles) 
traversent facilement 

• Le gradient de concentration : Molécule diffuse vers la région où sa concentration est plus 
faible -> C02, alcools, glycérol, aldéhydes et cétones 

> Transport passif au niveau des pores : -> Perméabilité à l'eau et aux substances hydrosolubles 
nécessite le regroupement temporaire (msec) de protéines intrinsèques formant un pore ; Ex : 
Hormone antidiurétique ou ADH (Réabsorption rénale de l'eau) 

> Transport passif facilité (Par perméases) : Transport uniport (1 soluté unique dans le sens du 
gradient de concentration), pour petites molécules hydrophiles 

Ex 1 : Transporteurs de glucose : EC vers IC (Utilise l'énergie du gradient) -> Site de liaison 
spécifique, saturable, inhibé par molécules proches 

Ex 2 : Aquaporines : Transport spécifique de l'eau (Pas ions et H+) ; dans les tubules rénaux, 
régulation par vasopressine (ADH) 

Ex 3 : Canaux ioniques : Maintien des concentrations ioniques IC : 

. K+ plus concentré IC/EC 
. Na+, Cl-, Ca2+, HC03- plus concentrés EC/IC 

Protéines membranaires : Canal hydrophile de diamètre assurant la sélectivité de l'ion à 
transporter 

• Canaux ioniques ligand-dépendants : Ouverture dépend de la fixation d'un ligand sur une ou 
plusieurs sous-unités de récepteur-canal (Site spécifique, ex : Dans les neurones) 

• Canaux ioniques dépendants des nucléotides cycliques : surtout GMPc ; sous contrôle du 
Ca2+ et de phosphatases 

B. Transports actifs 

Contre le gradient de concentration ; dépendent de perméases et consomment de l'énergie fournie 
par hydrolyse de l'ATP (ATPase), ou couplés à des transports passifs (Co-transporteurs) 

> Pompe à Na+ (Na+/K+ - ATPase) : Ubiquitaire a2p2 - Mr = 270.000 

A : Site de fixation et d'hydrolyse de l'ATP (Fl) et site de fixation de substances régulatrices 

Fonctions : 

• Maintien de la composition ionique cellulaire/sang 

• Crée un potentiel électrique entre Fl et FE de la MP 

• Permet le fonctionnement des canaux voltage-dépendants 

• Participe au transport de glucose en établissant le gradient favorable 

> Les systèmes de co-transport 

• Symports : Transports passifs et actifs dans le même sens Ex : Symport glucose/Na+ 

• Antiports : Transports dans le sens opposé 
Ex 1 : Echangeur Na+/H+ -> Règle le pH IC 

Ex 2 : Echangeur CI-/HC03- -> Equilibre anionique 

C. Les transports cvtotiques 

Soluté des molécules de Mr plus élevée 

-> Formation de vésicules (Exocytose) ou de vacuoles (Endocytose) ; dépensent de l'énergie et font 
intervenir le cytosquelette 

Les échanges d'informations 

Signal se fixe sur un récepteur : Soit activateur (Agoniste), soit inhibiteur (Antagoniste) 

-> Les cellules se reconnaissent, adhèrent et modifient leur activité 

A. Les divers types de signaux d'information 

> Signal endocrine : Cellule émettrice de l'information loin de cellule réceptrice ; signal moléculaire 
= Hormone acheminée par le système circulatoire donc délai de qqls min 

Ex : Antéhypophyse -> TSH -> Thyroïde 
(Récepteur/Thymocytes) -> Sécrétion de T4 



> Signal paracrine : Cellules émettrice et réceptrice proches, transmission de l'information plus 
rapide (Sec) 

• Par voie nerveuse (Neuronale) : entre cellules nerveuses ou entre une cellule nerveuse et un 
autre type de cellule (Transmission synaptique électrique ou chimique) 

• Par des jonctions communicantes : Unissant deux cellules non nerveuses 

> Signal autocrine : un type cellulaire vers les mêmes cellules Développement embryonnaire et 
réponses physiologiques 

Médiateurs chimiques locaux : 

• Sécrétion d'histamine et de sérotonine par mastocytes In animation et allergie 

• Synthèse et sécrétion de facteurs de croissance (Peptides) -> Croissance, di érenciation 

• Synthèse des prostaglandines et des leucotriènes, à partir des AcG de la membrane 


B. Classification structurale des récepteurs 

4 classes de récepteurs ; super-familles/classes 

> Classe 4 : Récepteurs nucléaires 

= Récepteurs transcriptionnels dépendants de ligands (Hormones stéroïdiennes, thyroïdiennes, 
vitamine D) 

> Classe 1 : Canaux ioniques ligand-dépendants ou à barrière de transmission : Transporteurs-R 
d'anions ou de cations, transporteurs ABC liant l'ATP ou d'AA 

> Classe 2 : Récepteurs à 7 TM ou GPCR (« G-Protein-Coupled Receptors ») : 

Ex : Récepteur de l'adrénaline : voie AMPc 

Adénylcyclase/Protéines-kinases (PK phosphoryle une protéine substrat = Activation) 

> Classe 3 : Récepteurs-enzymes : 

. à Thyrosine-kinase intrinsèque (Type insuline et facteur de croissance) 

. à Sérine/Théonine-kinase intrinsèque 
. à cyclase intrinsèque : Guanylate-cyclase -> GMPc 


LE RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

Dans le cytoplasme d'une cellule on rencontre un organite : le réticulum endoplasmique 

Le RE présente une grande surface membrane. La partie interne est la lumière. Le RE est capable de communiquer entre les 
différentes parties de l'organisme. Il s'assemble en différentes citernes qui s'empilent les uns sur les autres. Le réticulum 
endoplasmique rugueux (REG ou RER) est recouvert de ribosomes. Le RE lisse est dépourvu de ribosomes, organisé en 
réseau de tube membranaire interconnecté entre eux. En matière de continuité le RE est connecté à l'enveloppe nucléaire 
donc les protéines qui se trouvent à l'intérieur des citernes du RE vont pouvoir se retrouver dans la partie interne 
membranaire de l'enveloppe. Le RE est un lieu privilégié de biosynthèse : Synthèse au niveau de la membrane du RE des 
lipides membranaires notamment et les protéines. Dans la cellule il existe 2 lieux pour synthétiser des protéines : le cytosol 
et la membrane du RE. 

Fonctions de biosynthèse 

> Lipides membranaires 

• Protéine transmembranaires 

• Protéines sécrétées 

• Protéines résidentes des organites ou de la membrane plasmique 

Fonctions métaboliques 

> Xénobiotiques 

> Glucose 


plasmique -> In animation, contraction des muscles lisses, agrégation plaquettaire 



Semestre 2 
losie cellulaire 


BIOLOGIE CELLULAIRE PART 2 


Une protéine est synthétisée soit dans le cytosol soit au niveau du RE. Une petite région de la protéine situé en début de 
séquence du coté N-terminal, une petit séquence d'adressage : la « séquence signal ». Cette séquence signal va entraîner 
l'adressage du ribosome au niveau de la membrane du RE. Une séquence signal est un composé d'une vingtaine d'acides 
aminés. Elle est caractérisée par ces propriétés à la fois hydrophobe et basique. Il n'y a pas 2 séquences identiques, chaque 
protéine à une séquence propre. Le récepteur de cette séquence signal est une macromolécule : la SRP (= Signal 
Récognition Particule). Elle est composée de 7 protéines différentes qui sont associées à une ARN particulier : on obtient le 
ribonucléo-protéine. La SRP va reconnaître la séquence signal dès qu'elle émerge du noyau. Le domaine du SRP qui interagit 
avec les séquences signales est capable de les reconnaître dans toutes leurs diversités. Cette reconnaissance s'effectue 
grâce à une région qui à la caractéristique d'être riche en Acide Aminé : la Méthionine (Acide aminé soufré). La souplesse 
des chaines latérales de la méthionine va permettre d'assurer une interaction étroite avec le polypeptide naissant et donc 
la partie séquence signale. Une fois la reconnaissance effectuée par SRP le ribosome est ensuite adresser à la membrane du 
réticulum. 

La séquence signal et la protéine naissante vont se retrouver inséré dans un canal de translocation appelé aussi un 
translocon (=changement de compartiment). Tant qu'il n'y a pas de ribosomes ce canal est bouché par un bouché du coté 
luminal. Lorsque le phénomène est terminé. La protéine en cours de traduction va être libérée dans la membrane et les 
sous unité ribosomale vont être à nouveau solubles pour une nouvelle utilisation. 


Dans le RE, il existe un système de contrôle de qualité des protéines et des glycoprotéines, c'est-à-dire que les protéines et 
les glycoprotéines ne peuvent quitter le RE sans avoir acquis une conformation tridimensionnel correcte. Il y a un cycle 
fonctionnel de déglucosylation et reglucosylation des N-glycane porté par ces glycoprotéines qui permet de retenir ces 
protéines dans le RE. Lorsqu'il y a déglucosylation final associé à la transformation correcte, la glycoprotéine peut à ce 
moment la quitter le RE. 

Les protéines chaperonnes ont pour objectif de protéger les protéines en cours de biosynthèse, elle s'assure l'acquisition de 
la structure 3D. Elle évite que la protéine s'agrège ou se replie sur elle-même, évite la formation de ponts disulfures. Il 
existe d'autres protéines chaperonnes : la Calnexine et la Calréticuline. 

La Glygosylation 

Sur la partie peptidique de la molécule sont greffé des sucres : Glycoprotéines 

Retro-translocation et dégradation des protéines 

Il existe aussi des situations ou la conformation correcte ne peut pas être obtenue pour diverses raisons : pour des raisons 
diverses (Blocage)... Le RE doit alors déclencher la dégradation de protéines en question. Les protéines males conformer 
représente 1 ou 2% des protéines et qui doit être éliminés. Le contenu du réticulum ne dispose pas de la machinerie pour 
assurer la dégradation. La protéine mal conformer est toujours en interaction avec des protéines chaperonne pour éviter 
des agrégations intempestive. Dans la mesure le RE ne peut dégrader lui même ces protéines il va devoir faire sortir ces 
glycoprotéines et pour cela il faut la déplier, la linéariser, la dérouler et la faire retraverser le translocon en sens inverse 
c'est la retro-translocation. Le translocon et un certain nombre de protéines vont favoriser le passage à travers le canal et 
vont s'opérer 2 étapes : Elimination de la chaine glycanique et marquage de l'ex-glycoprotéine pour la dégradation, une fois 
que la protéine à traverser N-glycanase vient couper les chaines oligosaccaridiques importer par la glycoprotéine mal 
conformer. Se clivage va libérer l'oligosaccharide qui pourrai être réutilisé par la cellule. La glycoprotéine une fois 
débarrassé de sa chaine glucanique va subir un marquage par une liaison covalente d'une protéine qui s'appelle l'ubiquitine 
elle sert a marquer toutes les protéines qui doivent être dégrader. Cette ubiquitine subit un transfert sur certains AA de la 
protéine à dégradé. Fixation d'une ou plusieurs molécules ubiquitine à la chaine (Mono- poly-ubiquitination). Ainsi la 
protéine va être reconnue par un énorme complexe macromoléculaire: le protéasome. Le protéasome va avoir plusieurs 
rôles : Il coupe ces molécules d'ubiquitines qui ont été accroché et ensuite de redéplier la protéine et la fait passer dans un 
canal interne du complexe. Les molécules ubiquitines libérés vont pouvoir être réutilisé par la cellule. A l'intérieur du 
protéasome la protéine va être coupée par des protéases dont les sites actifs sont tournés à l'intérieur de la structure, puis 
il y a libération de petits peptides, quelques AA qui vont être réutilisé par la cellule. Néanmoins la biosynthèse des protéines 
peut être altéré, il y aura donc une grande quantité de protéines mal conformé. Ces protéines vont s'accumuler à l'intérieur 
du RE et le système pourra être saturé. Les protéines chaperonnes étant limitées il y a de fort chance de voir se former des 
agrégations, des précipités de protéines à l'intérieur des citernes du RE. Cela aurait pour conséquence de faire mourir la 
cellule. Par conséquent la cellule va mettre en place un mécanisme adaptatif, un mécanisme de signalisation qui va essayer 
transitoirement de contrer les protéines mal conformé dans le RE. Dans la membrane du RE il existe des protéines 
résidentes : les protéines kinase. La kinase dépourvu de sa chaperonne va se dimériser, et révèle une deuxième activité 
enzymatique, activité ribonucléase associé a la paroi du RE. Cette activité RNAse va avoir comme substrat un ARNpré-m. 
Cette ARNm va subir une maturation et va ensuite pouvoir être traduit en protéine. La traduction de ce messager spécifique 
va donner à l'apparition dans le cytoplasme un facteur de transcription qui va se transloquer au niveau du noyau. Le facteur 
de transcription va stimuler la traduction de nouvelles protéines chaperonnes pour tenter de retenir les protéines mal 
conformé et ainsi de donner une chance à la cellule pour que ces anomalies de conformations disparaissent afin qu'elle 
survive. 

RE : Modification post-traductionnelle 

Le RE est aussi le siège de modification post-traductionnelle des protéines. Cela consiste à la modification de certaine 
protéine ancrée dans la membrane par leur domaine C-terminal. Clivage puis Transfert de la protéine sur ancre GPI 
(Glycosyl-Phosphatidyl Inositol) composé de phospholipide (Sucre, phosphate). Au final on obtient une protéine glypiée. Au 
lieu de traverser la membrane la protéine va pouvoir tournée très facilement autour de ce point d'ancrage. 



Biosynthèse de lipides 

Ces lipides membranaire sont surtout repartit au niveau des REL. Ces lipides membranaires sont les constituants de toutes 
les membranes. Ces phospholipides possèdent tous une structure commune basée sur la présence d'un glycérol. CoA vont 
transférer des acides gras sur le glycérol. L'acide phosphatidique à une durée de vie brève, on ne la retrouvera pas donc en 
grande quantité dans le RE car très utilisé par la cellule. L'acide phosphatidique va ensuite subir deux transformations : 
Première action catalysé par une enzyme à activité phosphatase (élimination d'un phosphate) pour donner naissance à un 
Di-acyl glycérol. Ensuite la Choline phosphotransferase transfert un Choline avec un phosphate et on obtient Phosphatidyl 
choline. Toutes ces opérations ont lieu très rapidement dans le feuillet externe de la membrane du RE. La phosphatidyl 
choline représente la majorité des phospholipides de la membrane du RE, 40% des lipides membranaires. La membrane 
plasmique contient beaucoup moins de phosphatidyl choline : Différence quantitative importante de lipides entre la 
membrane du RE et la membrane plasmique. 

Régulation de la biosynthèse de glycérol : Scramblase et Flipase 

Membrane du RE : 

Les phospholipides synthétisés au niveau de la membrane du RE vont ensuite se répartir entre les bicouches 
phospholipidiques. Les 2 feuillets de la membrane du RE possèdent 2 types de phospholipides : Phosphatidyl choline et 
Phosphatidylethanolamine. Ils ont une composition symétrique. Or lors de la biosynthèse d'une nouvelle molécule de 
phospholipide au niveau du feuillet externe et il va y avoir obligatoirement transitoirement une situation d'excès dans le 
feuillet externe et une situation de défaut dans le feuillet interne qui n'est évidemment pas viable pour la cellule car la 
membrane est déstructuré. Donc systématiquement quelque soit la nature du phospholipide il va y avoir une répartition 
équitable entre les 2 feuillets de la membrane assuré par des protéines qui font partie intégrante de la membrane : les 
Scramblases. Les scramblases vont piocher des phospholipides dans le feuillet externe et les ramener dans le feuillet 
interne quelques soit leurs natures. Les 2 feuillets de la membrane retrouvent alors quantitativement et qualitativement la 
même composition symétrique. 

Membrane plasmique : 

Les 2 feuillets de la membrane plasmique possèdent une composition asymétrique. La membrane va recevoir de nouvelles 
molécules de phospholipides qui ne sont pas synthétisé au niveau de sa membrane mais par le biais de vésicules de 
transports membranaire qui vont arriver selon les modalités du trafic intracellulaire. Et cette nouvelle membrane ne 
possède plus les caractères d'asymétrie. La membrane plasmique va dont utiliser un autre transporteur de phospholipide : 
la Flipase. Les flipases ramènent les phospholipides dans le feuillet qui convient. 

Les membranes communiquent entre eux par le biais d'échange de vésicules membranaires. En revanche il y a un organite 
dans la cellule qui n'échange pas de phospholipides ou de morceaux de membrane par le biais du trafic vésiculaire : la 
Mitochondrie. La mitochondrie na pas besoin de refouler ces lipides, pour renouveler ces lipides elle entretient un contact 
étroit avec la membrane du RE. Un transporteur spécifique va piocher un phospholipide dans la membrane en le 
protégeant des interactions pendant le voyage et qui va l'insérer dans la membrane de la mitochondrie. Ensuite 
l'interaction est rompue et le transporteur sera réutilisable. Donc la mitochondrie se renouvelle sa membrane en piochant 
directement molécule par molécule par le biais de protéine d'échange cytosolique. 

Le cholestérol 

Il a y moins de cholestérol dans la membrane du réticulum que dans les autres membranes cellulaires notamment la 
membrane plasmique. Le cholestérol est majoritairement apporté par l'alimentation, malgré que toutes les cellules est 
capable dans fabriquer. Cette fabrication va être contrôlées par des enzymes. Dans le RE il existe une protéine 
transmembranaire : la SREBP qui est très intimement associé à des molécules de cholestérol présent dans cette membrane. 
La SREBP reste résidente dans le RE. Si la cellule vient à manquer de cholestérol, dans la mesure où il y en a très peu dans le 
RE la cellule va cesser de maintenir la protéine dans le RE qui va subir un trafic jusqu'à l'appareil de Golgi où elle va 
rencontrer des protéines résidentes différentes, 2 enzymes : S1P et S2P qui vont couper la protéine SREBP à 2 endroits 
différents : Site 1 (boucle dans le domaine luminal) et Site 2 (au milieu du domaine transmembranaire). Lorsque les 2 
protéases ont agit ce domaine globulaire va se retrouver libre dans le cytoplasme. Ce domaine globulaire est un facteur de 
transcription, il pourra se transloquer dans le noyau et va donc pouvoir exercer une action régulatrice positive de 
l'expression du gène qui code pour la seul enzyme responsable de la biosynthèse de cholestérol. La cellule va fabriquer du 
cholestérol. 

Rôle métabolique du Réticulum Endoplasmique Lisse 

Pour que la glycémie soit maintenu constante du glucose est stocké sous forme de glycogène (Polymère de glucose) dans le 
foie. Le glycogène constitue une réserve principalement apporté par l'alimentation qui passe dans le sang a partir de 
l'intestin et passe dans le fois et y est stocké. Le glucose pourra être ultérieurement dégradé pour maintenir la glycémie. 
Etapes de dégradation du glycogène dans le cytosol : Glycogène, Glucose-lP exporté dans la circulation et isomérisé en 
Glucose-6P, Glucose-6P traverse la membrane du RE par un canal spécifique le Glucose-6P translocase, le Glucose-6P 
rencontre une enzyme résidente dans la lumière du REL: le Glucose-6P phosphatase. Le Glucose-6P phosphatase va couper 
la liaison entre le glucose et le phosphate et va libérer du glucose et phosphate organique. Ces produits de la réaction vont 
pouvoir être exporté dans le cytosol et y pourra y être exporté. Donc le REL est nécessaire pour assurer la dernière étape à 
l'exportation de glucose en dehors de la cellule hépatique. 

Enzymes du métabolisme des xénobiotiques 

L'essentiel de l'activité pour l'organisme est la détoxification des xénobiotiques pour qu'ils sont capable de pénétrer dans la 
cellule c'est-à-dire pour une molécule posséder certaines propriétés physico-chimique permettant de traverser les 
différentes membranes biologiques. Ces caractéristiques permettent à la molécule active d'atteindre sa cible moléculaire 
dans la cellule. En revanche l'acquisition de ces caractères physico-chimique s'oppose à l'élimination de la molécule une fois 
son travail achevé. La cellule modifie chimiquement les xénobiotiques (médicaments) grâce a des enzymes localiser au 
niveau du REL : Système du « Cytochromes P-450 », ce système comprend d'autres protéines qui fonctionnent avec elle 



telles que Cytochrome b5 et d'autres transférases diverses. Ce système de métabolisme des médicaments à pour objectif 
d'altérer une molécule médicament peu polaire (peu soluble) en transformant une liaison R-H en une liaison R-OH, c'est-à- 
dire de transférer un atome d'oxygène sur la molécule xénobiotique par l'élimination d'une molécule d'eau, on parle d'un 
système de « monooxygenase ». Résultat : le médicament va devenir beaucoup hydrophile et polaire donc va être plus 
soluble dans l'eau et donc plus facilement éliminé dans les urines. 


TRAFFIC INTRACELLULAIRE 


Le RE et d'autre compartiment intracellulaire peuvent constituer un système de trafic membranaire : échange de vésicules 
de transport qui vont s'individualiser à partir de la membrane pour transporter des protéines, des lipides d'un endroit à un 
autre de la cellule. Les citernes du réticulum sont capable de générer des transporteurs membranaires : les vésicules, qui 
vont pouvoir fusion avec d'autre organite en particulier avec l'appareil de Golgi caractérisé par une structure compact et 
l'empilement de citerne délimité par une membrane et une structure qui va être une plaque tournante du trafic vésiculaire. 

Organite et trafic : Vue d'ensemble 

Le RE, l'appareil de Golgi et la membrane plasmique constitue la voie de sécrétion. Elle est parcourue dans le sens du RE 
vers la membrane plasmique appelé : Trafic antérograde. La voie opposée fonctionne dans l'autre sens : la voie Rétrograde. 
Ce trafic antérograde et rétrograde permet de maintenir l'intégrité et l'identité des organites dans la cellule. L'appareil de 
Golgi communique avec la membrane plasmique en lui envoyant des vésicules membranaires mais cette membrane 
plasmique peut aussi fabriquer à son tour des vésicules qui vont entrer dans le système (Endocytose). Des endosomes, les 
organites avec lesquelles ces vésicules vont fusionner et ensuite échanger du matériel vers l'appareil de Golgi et vont aussi 
adresser du matériel vers d'autre organite qui vont assurer la dégradation de nombreux constituant cellulaire comme les 
lysosomes. 

Ce trafic intracellulaire, le transport des protéines et lipides à plusieurs objectifs, plusieurs fonctions. Par voie 
d'endocytose : on retrouve le renouvèlement des constituants cellulaires, l'internalisation des ligands extracellulaires, et 
l'adressage de constituants spécifiques. Et par voie d'exocytose pour le maintient de l'organisation cellulaire et de la 
compartimentation 

L'appareil de Golgi 

L'appareil de Golgi est constitué de citernes membranaire empilé les unes sur les autres, elles sont néanmoins plus courtes 
que celle du RE, localisé en périphérie en juxtaposition de pile de membrane proche du noyau. L'appareil de Golgi est un 
organite polarisé, elle présente des caractéristiques asymétriques. La « face Cis » est l'entré de l'appareil de Golgi, on y 
retrouve un réseau de tubules membranaires interconnecté les uns avec les autres : le CGN (Cys Golgi Network) qui 
communique par le biais de trafic vésiculaire qui vont communiquer avec les citernes Cis qui sont beaucoup moins fenêtré. 
Ces citernes Cis sont en communication la encore par le biais de vésicules avec la citerne du Golgi Médian eux même en 
communication avec la sortie qui correspond aux citernes « Trans Golgi » et le TGN (Trans Golgi Network) qui est la encore 
un réseau tubulaire et vésiculaire symétrique. 

Cette organisation très structuré et compartimenté de l'appareil de Golgi provient du fait que c'est un organite qui va 
apporter un grand nombre de modification post-traductionnelle des protéines qui vont le traversé notamment les 
glycoprotéines. Lorsque la glycoprotéine va quitter le RE, elle va perdre ses 3 glucoses et va arriver au niveau du Cis Golgi où 
elle va être débarrassé d'un certains nombres de glucoses et de mannoses. La modification dans le Cis Golgi consiste 
simplement à l'ajout d'un sucre. Cet ajout de sucre va être suivi dans les autres compartiments suivants par des ajouts de 
sucres supplémentaires qui vont conduire à la complexification de la structure. Toutes ces modifications sont séquentielles 
et ordonnées, elle ne sont rendu possible seulement car la glycoprotéine qui traverse l'appareil de Golgi va rencontre au fur 
et à mesure des passages des compartiments des enzymes qui vont être capable de greffer un sucre puis un autre sucre par 
une autre enzyme, etc. Expérimentalement une glycoprotéine déposée directement dans le golgi médian, la glycoprotéine 
ne subira aucune modification car le greffage initial qui s'effectue dans le Cis Golgi est nécessaire au greffage suivant et 
ainsi de suite. Il y a donc une véritable manière de traité les molécules dans l'appareil de Golgi qui repose sur une 
compartimentation très fine des enzymes résidentes qu'on va y trouver. Finalement, la glycoprotéine qui en rencontrant les 
enzymes différents compartimenté dans les différentes citernes va subir automatiquement une modification en fonction de 
la structure existante et de la présence des enzymes en question. 

Compartiment des enzymes dans le Golgi 

On retrouve des enzymes finement compartimentées 

Remarque : Comment fait la cellule pour compartimenter les enzymes ? Elle joue sur la caractéristique globale de la 
composition des membranes et elle apporte des modifications dans la composition lipidiques des membranes qui vont 
s'associé avec des enzymes plus spécifiquement que d'autres. Par ailleurs, on retrouve par exemple la Galactosyl 
Transferase on la retrouve plus concentré au niveau du Trans Golgi et du TGN mais en tant que protéine qui réside dans un 
organite elle a été synthétisé au niveau du RE au niveau des ribosomes qui s'accroche au niveau du RER. La Galactosyl 
Transferase à cheminé les différents compartiments pour arrivé à sa position définitive, on la retrouvera donc en quantité 
peu abondante dans les autres compartiments qui précède mais n'aura pas la possibilité d'agir sur les substrats. 

Schéma général d'une étape de trafic : contrôle de qualité de l'adressage 

En fonction du type de molécule mise en jeu, il y aura des caractéristiques spécifiques concernant une étape donnée. Les 
événements nécessaire pour faire fonctionner une étape de trafic : Le compartiment donneur possède a sa surface des 
protéines nécessaire pour assurer le recrutement des molécules présente au niveau du cytosol. Il y a ensuite naissance d'un 
bourgeon qui constitue la future vésicule de transport. Cette étape de bourgeonnement d'une vésicule s'accompagne 



simultanément d'un tri moléculaire à l'intérieur du compartiment donneur d'une telle manière que les protéines se 
retrouve bien dans la vésicule. Une fois que le bourgeon vésiculaire a recruté la machinerie nécessaire il va se détaché par 
une étape de fission du compartiment donneur. Le transporteur vésiculaire est maintenant libre et va être acheminé 
jusqu'au compartiment accepteur ou compartiment cible. La vésicule va être vectorisée par des éléments du cytosquelette 
vers le compartiment cible ou la vésicule va fusionner. Pour que cette fusion puisse être possible il faut que les 2 
membranes se rapproche suffisamment pour faire naitre des interactions moléculaires très étroites et donc il faut au 
préalable que le transporteur membranaire se débarrasse du manteau qui l'environne. Cette étape de trafic fonctionne 
dans les 2 sens, le sens antérograde et rétrograde. Le transport rétrograde est destiné à recycler certains constituants 
nécessaires pour refaire étape de transport antérograde. 

Tri, Bourgeonnement et Fission 

Une étape de trafic commence toujours par le recrutement de certaines protéines du cytosol sur la membrane du 
compartiment donneur. La cellule va tout d'abord recruter une petite protéine : la protéine G, qui désigne une protéine qui 
est capable de lié un nucléotide qui est la Guanosine triphosphate (GTP). Lorsqu'elle est liée à un GTP elle présente une 
certaine conformation. Et lorsqu'elle est liée au GDP elle présente une conformation différente. Le passage d'un état à 
l'autre est un échange de nucléotide : une molécule de GTP éjecte et prend la place d'un GDP (Switch moléculaire). Une 
activité GTPase porté par la protéine G, c'est-à-dire qu'elle va hydrolyser le 3 ème phosphate de la GTP pour en faire une 
molécule GDP. Cette hydrolyse s'accompagne à un retour à la conformation initiale. Il existe certaines protéines G qui 
possède aussi une propriété post traductionnelle qui consiste par un greffage par une liaison covalente d'un petit acide 
gras. La protéine G va posséder une queue : la « queue myristoyle ». La queue lipidique est enfouie dans la protéine et n'est 
pas visible. La première étape qui va se produire au niveau du compartiment donneur consiste à activé la protéine G. Son 
activation repose sur le switch entre le GTP et le GDP. Le switch ne se fait pas de minière spontanée dans le cytosol, elle est 
accompagner d'un facteur d'échange : la protéine GEF (GTP Exchange Factor) qui est une protéine résidente du 
compartiment donneur et fait partie de la membrane. En changeant d'état nucléotidique la protéine G change de 
conformation, elle va s'ouvrir et rendre la queue lipidique disponible. Lorsque la queue est disponible elle s'accroche à la 
membrane. Le facteur d'échange doué d'une activité enzymatique va pouvoir modifier plusieurs protéines G pour leur 
permettre d'être recruter en quantité suffisante : Etape d'initiation. 

Acquisition du manteau 

Une fois que ces protéines G sont fixé dans la membrane elles vont servir de récepteurs de ligands pour s'associé aux 
protéines qui vont constituer le futur manteau de la vésicule. Ce manteau vésiculaire est un complexe moléculaire pré- 
assemblé dans le cytosol (Caotomère). Ces protéines de manteau pré-assemblé vont reconnaitre les protéines G de la 
membrane et vont venir s'y fixer. Les protéines de manteau vont interagir avec des protéines transmembranaires qui sont 
des récepteurs qui vont servir à recruter à l'intérieur de la future vésicule les protéines qui vont être exporté du 
compartiment donneur. Simultanément, les protéines de manteau vont s'assembler ensemble et se polymériser et acquérir 
une forme en coquille, cela aura pour conséquence de tirer la membrane et impose une courbure à la membrane. Les 
protéines à exporter vont se concentrer localement et donc va favoriser l'interaction et donc la sélection et le trie 
moléculaire des protéines à exporter. 

Fission 

Etape contrôle par d'autre type de protéines comme par exemple la « Dynamine », qui est une protéine G elle est capable 
de lié du GTP. Cette protéine va être capable de former un anneau spiralé à la base du bourgeon et elle va provoquer la 
fission et le détachement de la vésicule par rapport au compartiment initiale. La Dynamine est visible en MET. Après la 
fission on retrouve le transporteur membranaire qui est intégralement recouvert de son manteau. 

Perte du manteau 

Au niveau du compartiment accepteur 

La protéine GAP (GTPase Activating Protein) vient toujours s'associé à la protéine G. Elle est capable de stimuler l'activité 
GTPase de la protéine G. En effet la plupart des protéines G est capable d'hydrolysé le GDP en GTP mais cette hydrolyse est 
souvent très lente et a besoin d'être stimulé. La protéine GAP s'associe a la protéine G favorise l'activité hydrolyse. La 
protéine G va retrouver sa conformation initiale, la queue lipidique ancrée dans la membrane va rétracter dans la protéine 
et l'ensemble du manteau vésiculaire va pourvoir se dépolymériser et retourner à l'état soluble pour pouvoir être réutiliser 
pour une nouvelle étape de trafic. Remarque : Il ne faut pas que l'hydrolyse du GTP ne soit trop précoce sinon le manteau 
va se détacher, elle doit se produire tardivement mais néanmoins que cette hydrolyse ce produise, tout cela grâce à la 
protéine GAP qui va contrôler positivement au moment venu. 

Attachement 

La vésicule est maintenant nue, elle est débarrassée de son manteau. Au voisinage de la membrane cible la vésicule doit 
être reconnu par un système de récepteur. L'accostage ou l'attachement va mettre en jeu des interactions protéine- 
protéine entre la vésicule et le compartiment accepteur qui va permettre d'immobiliser la vésicule. Cette immobilisation va 
permettre de mettre en jeu la deuxième étape qui consiste à faire entrer en interaction les protéines qui vont assurer la 
fusion : V-SNARE (Vésicule SNARE) et T-SNARE (Target SNARE). Une V-SNARE interagit avec 3 T-SNARE. Cette interaction est 
possible à très courte distance. Lorsque les SNAREs sont face à face elles vont permettre la fusion en établissant un canal 
central qui va former de façon transitoire une continuité entre la membrane vésiculaire et la membrane accepteur. C'est au 
niveau de ce canal central que les phospholipides des 2 membranes vont être suffisamment approchés. Le contenu de la 
vésicule qui a été prélever au niveau de la citerne du compartiment donneur va pourvoir être diffuser dans la lumière du 
compartiment accepteur. La cellule est donc capable de transporter du matériel, des protéines et les différents éléments 
contenus dans la vésicule. 


Recyclage des SNARE 



Une fois que la fusion est effectuer ont se retrouve dans la membrane du compartiment accepteur avec des complexes qui 
vont associer V-SNARE T-SNARE. Ces complexes ne sont pas réutilisable tels quel, I faut d'abord les dissocier et renvoyer les 
protéines SNARE au compartiment donneur par un trafic rétrograde et récupérer les SNAREs pour une nouvelle étape de 
fusion. Il existe un dispositif spécifique qui va permettre de provoquer la dissociation des SNAREs. Ce dispositif est constitué 
de 2 protéines : la protéine NSF qui joue un rôle de co-facteur et la protéine SNAP qui assure la dissociation. La protéine 
SNAP est une enzyme qui va exerce une activité ATPase, elle utilise l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP pour 
dissociation les complexes. Donc lorsque l'ATP est hydrolysée en ADP + P la dissociation s'opère et le complexe NSF-SNAP- 
SNARE est rompu. NSF et SNAP pourront être réutilisé pour une nouvelle dissociation. Donc au niveau du compartiment 
accepteur il est possible de récupérer la V-SNARE initiale pour la renvoyer au niveau du compartiment donneur. 

Spécificité d'une étape de trafic 

Protéine G 

On peut se demander comment une étape de trafic entre le RE et Golgi ne se mélange pas avec une étape entre par 
exemple l'endosome et le lysosome puisque tous les compartiments émettent des vésicules dans ton les sens, comment la 
cellule fait elle pour s'y retrouver ? En effet, la cellule possède une panoplie de protéines différentes. Néanmoins cette 
panoplie est limitée : On retrouve essentiellement 7 protéines G qui entre en jeu. Ces petites protéines G appartiennent à la 
famille ARF et numérotées de 1 à 6 et la 7 ème protéine est SarlP. En revanche II n'y pas suffisamment de protéines ARF 
différente pour couvrir l'intégralité des étapes de trafic existante dans une cellule, on retrouvera donc la même ARF dans 
plusieurs étapes. C'est le cas de ARF1, on la retrouve à l'intérieur du trafic intragolgien, dans le trafic rétrograde du Golgi 
vers le RE, dans l'étape du trafic du Golgi vers l'endosome. ARF6 est retrouvé majoritairement dans la formation de 
vésicules d'endocytose à partir de la membrane plasmique vers l'endosome précoce. La seul exception est SarlP, la seul 
protéine G attaché à une étape de trafic celle du RE vers le Cis Golgi. 

Protéines de manteau 

Dans la mesure que l'on retrouve une répartition différente des protéines G selon les étapes de trafic, on va avoir aussi une 
répartition différente des protéines de manteaux. Les existe 3 grandes familles de protéines de manteau. Les protéines qui 
appartiennent à la famille COP : 2 grands complexes COP I et COP II qu'ont retrouve un peu partout dans Golgi. COP I fait 
fonctionner certaines étapes de trafic antérograde et rétrograde ainsi que des étapes vers la membrane plasmique et 
certaines étapes de trafic de l'endosome précoce vers l'endosome tardif. COP II suit l'exemple de Sarlp c'est-à-dire qu'il est 
très spécifique d'une étape de transport, vésicule du RE vers Cis Golgi. Il existe une 3 ème catégorie de protéines de 
manteau : la Clathrine qui assure l'emballage des vésicules d'endocytose et la formation de certains types de vésicules 
issues du TGN. Il existe des différences structurales entre les manteaux. 

V et T SNARE 

La cellule possède également un répertoire relativement limité de SNAREs. Il existe des combinaisons de SNARE qui 
fonctionne entre elle et d'autre pas. Un même compartiment donneur est capable de fabriquer des vésicules en tous points 
semblables du point de vue des protéines de manteau qu'on va retrouver identique mais en embarquant des protéines V- 
SNARE différentes qui sont destiné à 2 compartiments accepteurs différents. La fusion est possible car il y a bonne affinité 
entre les V-SNARE et T-SNARE correspondante. Finalement il existe un vingtaine de protéines SNARE différentes. Donc la 
cellule avec un répertoire de protéines relativement limité est capable en combinant différemment les molécules entre 
elles de faire fonctionner une grande diversité d'étapes de trafic. Les vésicules générées par le compartiment donneur sont 
reconnu de façon spécifique par le compartiment accepteur. 

Régulation par les GTPases Rab du trafic vésiculaire 

Les régulateurs du trafic vésiculaire appartiennent à une famille de protéine G : les protéines de la famille RAB. Ils 
contrôlent le trafic vésiculaire en se liant à la vésicule en cours de formation et qui va se détacher au cours de la fusion. Les 
protéines RAB en tant que protéine suivent les mêmes règles au niveau du changement de conformation par ATP/ADP. On 
retrouve en plus par rapport à la majorité des autres protéines G, 2 protéines partenaire : GDI (GDP Dissociation Inhibitor) 
qui s'associe spécifiquement à la protéine RAB pour la maintenir inactif, c'est sous cette forme qu'une protéine RAB va 
entrer en cycle de la régulation d'une étape de trafic. La prochaine étape consiste à l'activation de la protéine RAB donc à 
échanger une molécule de GDP par une molécule de GTP, cet échange est catalysé par une protéine GEF spécifique à la 
protéine RAB. Dans la mesure où l'interaction entre la GDI et la protéine RAB est relativement forte pour être maintenant 
initialement à l'état inactif, cette interaction ne va pas se dissocier spontanément, et il y aura donc la participation d'une 
autre protéine partenaire : GDF (GDI Dissociation Factor) qui va favoriser la dissociation RAB-GDI. L'échange nucléotidique 
peut avoir lieu et la protéine RAB va se retrouver accrochée à la membrane vésiculaire sous sa forme active lié au GTP. La 
protéine RAB va exercer des rôles régulateurs qui peuvent être multiple à différemment moment du cycle du trafic. Les 
premiers rôles régulateurs auxquels peut participé la protéine RAB est de réguler l'interaction des vésicules avec des 
moteurs vésiculaires qui vont prendre en charge la vésicule pour l'attacher aux éléments du cytosquelette et la vectorisé 
afin de la conduire vers le compartiment accepteur. Certaines protéines RAB sont connues aussi dans la régulation de la 
fusion. Elle peut contrôler l'interaction entre les protéines associées à la vésicule et les protéines membranaires avec 
lesquelles elles doivent entrer en interaction. Donc la protéine RAB peut réguler la formation des ces complexes protéiques 
d'accostage mais aussi réguler l'interaction entre V-SNARE et T-SNARE à l'aide d'une protéine partenaire qu'on appelle un 
effecteur de RAB (RAB effector). Finalement, 3 niveaux d'interventions possibles des protéines RAB : Interaction avec les 
moteurs moléculaire, contrôle et régulation des interactions d'accostages et contrôle et régulation des interactions entre 
SNAREs. A la fin du cycle les protéines RAB vont être désactivées et on retrouvera l'action hydrolytique de la protéine G, 

GTP en GDP à l'aide de la participation d'une protéine GAP qui est un activateur de GTPase spécifique de la protéine RAB. 
Dans la mesure elle où se retrouve à nouveau sous forme GDP elle va se réassocié tout de suite avec la protéine GDI. 



Diversité de la protéine RAB 

Contrairement aux autres protéines de la machinerie de trafic vésiculaire, il existe un large répertoire de protéines RAB. Il y 
a une protéine RAB qui intervient pour chaque étape de trafic, soit 37 protéines RAB différentes. 

TRAFIC ENTRE RE ET GOLGI 

Le trafic du RE vers l'appareil de Golgi part tout d'abord du réticulum endoplasmique rugueux qui présente des citernes plus 
ou moins aplatie et recouvert de ribosomes. On note chez le RER la présence de petites régions lisse qui sont les endroits 
uniques et privilégiés où le RE fabrique les vésicules destinées à partir vers l'appareil de Golgi. On appel ces régions des 
éléments de transition (TE = Transition Elément) ou site d'exportation des protéines du RE. L'appareil de Golgi est très 
compact et est situé à proximité du noyau et le RE est présent un peu partout dans la cellule. Dans la mesure où les citernes 
du RE est situé à proximité immédiate de l'appareil de Golgi, les vésicules qui vont être fabriqué au niveau de ces éléments 
de transition vont sans difficulté atteindre Cis Golgi par une simple diffusion. En revanche il existe des citernes de RE situées 
beaucoup plus loin du Golgi, c'est ici que la vectorisation et l'intervention des moteurs moléculaires et le déplacement le 
long du cytosquelette prend son sens. 

Une cellule qui exprime une protéine virale GFP est fusionnée avec une protéine fluorescente naturelle. La Glycoprotéine 
virale traduit au niveau du RE, mais comme elle est porteuse d'une mutation c'est une protéine assez sensible à des 
conditions d'environnement et va avoir des difficultés dans l'acquisition de conformation 3D correct dans certaine 
condition de température élevé. La protéine virale ne va pas être instantanément dégradée et le RE va se chargé de 
protéine fluorescente. Ensuite on repasse la cellule à une température inférieure ou égale à 37°C. La glycoprotéine va 
pouvoir finir d'acquérir correctement sa conformation grâce au système de contrôle de qualité du RE. Une fois cette 
conformation acquise elle va quitter le RE et va être destiné à la membrane plasmique, elle va donc être emballé dans des 
vésicules au niveau des éléments de transition. On retrouve un peu partout dans la cellule et dans le cytoplasme des 
régions qui présente une certaine intensité de fluorescence et qui correspondent aux éléments de transitions et aux 
vésicules qui sont fabriqué. On voir que rapidement les vésicules en provenance du RE vont être vectorisé vers l'appareil de 
Golgi. 

Transport d'une vague synchrone de protéine GFP 

On peut visualiser le cheminement de la glycoprotéine à travers l'ensemble de la voie de sécrétion. A TO la fluorescence est 
repartie dans tout le RE mais n'est pas concentré au niveau des éléments de transitions. Au bout d'une quarantaine de 
minute la quasi totalité de la fluorescence va se cumuler dans l'appareil Golgi. 2h plus tard, la fluorescence va quitter 
l'appareil de Golgi et va se retrouver à nouveau distribuer dans l'ensemble cellule. Ceci témoigne de l'insertion de la 
protéine fluorescente au niveau de la membrane plasmique de la cellule. De cette manière, si on mesure les différentes 
intensités de fluorescence nous sommes capables de suivre au cours du temps les déplacements des protéines. On visualise 
la disparition de la fluorescence du RE, le passage transitoire dans l'appareil de Golgi et un passage transitoire au niveau de 
la membrane plasmique qui va atteindre un pic puis à nouveau d'une décroissance qui témoigne du fait que les molécules 
ne vont résider qu'un temps limiter au niveau de la membrane plasmique, et qui sont ensuite internalisée par endocytose 
et dégradée. Nous sommes donc capables de suivre différentes étapes du cycle intracellulaire et éventuellement de 
quantifier les constantes de vitesse de passage d'un compartiment à l'autre. 

LE TRAFIC POST GOLGI EN 

La compartimentation des très fine des enzymes de la glycosylation dans les différentes citernes de l'appareil de Golgi. 

Cette compartimentation est assurée par les différences de compositions lipidiques. Il existe au niveau de l'appareil de 
Golgi un équipement enzymatique permettant à la cellule de synthétiser des phospholipides modifiés, plus complexe que 
ceux fabriqué au niveau du RE. La cellule va notamment fabriquer des glycolipides (lipide couplé à des oligosaccharides) qui 
présente une caractéristique remarquable, ils ont une tendance spontanée de s'associer les uns les autres latéralement 
pour finir constituer une structure rigides, plus rigide que la moyenne des phospholipides membranaire. Ces structures 
rigides vont flotter dans la structure de la membrane, on parle de « radeaux lipidiques ». Ces radeaux ne sont pas que 
constitué de glycolipide, on retrouve aussi dans ces radeaux lipidiques une concentration beaucoup plus importante de 
cholestérol au niveau membranaire. Ces radeaux lipidiques vont se comporter comme des dispositifs de trie moléculaire. 
Dans la membrane de l'appareil de Golgi il existe 2 grandes classes protéines transmembranaires qui diffèrent par la 
longueur de leur domaine transmembranaire : des protéines à domaine transmembranaire court et long. Les radeaux 
lipidiques contenant ces glycolipides et le cholestérol n'ont pas la même épaisseur de membrane que le reste des bicouches 
phospholipidique. Une protéine à domaine transmembranaire court aura beaucoup de mal à se retrouver insérer dans une 
région de membrane épaisse, donc spontanément ces protéines à domaines transmembranaire court vont être exclu de ces 
radeaux lipidiques contrairement aux protéines à transmembranaire long qui ont tendance à s'associer spontanément avec 
les radeaux lipidiques : C'est le 1 er mécanisme de tri moléculaire des protéines au niveau membranaire. Deuxième 
mécanisme, les protéines associées aux membranes par l'intermédiaire d'ancre GPI vont avoir tendance à se retrouver 
associé aux radeaux lipidiques qu'aux restes de la structure membranaire. Donc dans les radeaux lipidiques, nous 
retrouvons des protéines à domaine transmembranaire long et des protéines à ancre GPL Ce système de radeau lipidique 
fabriqué n'existant pas dans le RE mais qui résulte de biosynthèse au niveau de l'appareil de Golgi constitué en soi un 
système de tri moléculaire qui permet de ségrégé des protéines telles que les protéines résidentes. Finalement les 
mécanismes de rétention de protéines résidentes diffèrent entre ceux du RE où c'est la séquence KDEL C-Term et ceux de 
l'appareil de Golgi où le choix de protéine à retenir dépend de la longueur du domaine transmembranaire. 

La Dynamique des radeaux lipidiques 

Ces radeaux lipidiques sont des structures qui vont pouvoir éventuellement quitter l'appareil de Golgi pour aller vers la 
membrane plasmique. Mise en évidence en suivant le trafic d'une GFP modifié. Dans une cellule exprimant la protéine GFP, 



on retrouve une fluorescence partout dans la cellule à tO. Pour ne seulement visualiser le trafic entre Golgi et surface on 
utilise un balayage laser a forte intensité permettant de brûler la fluorescence de la GFP : C'est une extinction par 
photoblanchiment. Après photoblanchiment de toute la surface, on voit que l'appareil de Golgi commence à générer des 
vésicules de transport post golgienne qui vont aller fusionner avec la membrane plasmique pour redonner un trafic de GFP 
vers la surface. Au bout d'un moment on retrouvera la surface qui revient à la même intensité de fluorescence initiale. 

Les radeaux lipidiques peuvent aussi recycler de la surface vers l'appareil de Golgi, on passe donc au transport rétrograde. 
Pour mettre ce phénomène en évidence, nous allons cette fois ci photoblanchir la fluorescence de l'appareil de Golgi au lieu 
de la fluorescence membranaire comme précédemment. Au bout d'une vingtaine de minutes la quasi totalité de la 
fluorescence membranaire va venir ce concentré au niveau de l'appareil de Golgi. Donc les radeaux lipidiques vont en 
permanence recycler entre Golgi et la surface de la cellule. 

Exocytose constitutive/Exocytose régulée 

Trafic golgi et surface : 2 modalités 

1. Exocytose constitutive : L'exocytose est le fait de fusionner une vésicule d'origine golgienne avec la membrane plasmique 
pour libérer leur contenu à l'extérieur. Cette exocytose constitutive fonctionne dans tous les types cellulaire en 
permanence (sauf : neurones). L'appareil de Golgi fabrique de la vésicule et l'envoi vers la membrane et il y aura fusion. 

Ceci permet à la cellule de renouveler ses constituants membranaires. 

2. Exocytose régulée : 3 caractéristiques : 1. Les vésicules qui rentrent dans cette voie d'exocytose régulée sont les vésicules 
de clathrine contrairement aux vésicules d'exocytose constitutive 2. L'appareil de Golgi fabrique des vésicules mais la fusion 
avec la membrane plasmique ne va pas être immédiate et spontanée. C'est-à-dire que les vésicules vont s'accumuler sous la 
membrane plasmique des cellules. 3. La fusion se produit en réponse d'un signal intracellulaire par fixation d'une hormone 
ou neurotransmetteur sur un récepteur qui va entraîner une cascade de signalisation intracellulaire qui se termine souvent 
par une augmentation localisé de la concentration en calcium cytosolique qui va permettre de commander la fusion de ces 
vésicules d'exocytose régulée. 

Ces 2 voies d'exocytose peuvent coexister avec d'autres modalités d'exocytose et en particulier une qui ne concerne plus la 
membrane plasmique mais qui va envoyer spécifiquement certaines protéines et glycoprotéines vers d'autres organites 
intracellulaires en particulier les lysosomes. Au sortir de l'appareil de Golgi c'est-à-dire au niveau du TGN il existe un tri 
moléculaire qui permet l'adressage spécifique des constituants vers les lysosomes. 

Les protéines adressées aux lysosomes sont reconnu de 2 manières. Premièrement lorsqu'elle arrive au niveau de l'appareil 
de Golgi en provenance du RE elles possèdent des caractéristiques dans leurs parties peptidiques qui les rendent 
reconnaissables par des protéines partenaire qui possèdent une activité enzymatique de transférase qui va greffer sur un 
oligosaccharide de la glycoprotéine qui va faire qu'elle sera reconnu ultérieurement pour qu'elle soit adressé au lysosome. 
Ce greffage va se produire sur le mannose terminal. Le transfert d'un groupement phosphate sur la position numéro 6 du 
mannose. C'est cette structure Mannose 6P qui va être reconnu pour adresser l'ensemble de la glycoprotéine au lysosome. 
Une fois la protéine reconnu par la transférase, la transférase va assurer le transfert d'un groupement phosphate sur le 
mannose à l'aide d'un deuxième substrat : GIcNAc (N-Acétyl Glucosamine) qui est un sucre activé par un nucléotide : UDP 
(Uridine DiPhosphate). Cette UDP-GIcNAc va être clivé entre les 2 phosphates et transféré sur le mannose, l'UMP (Uridine 
MonoPhosphate) restant du clivage va être recyclé. On se retrouve au final avec l'oligosaccharide avec le Mannose 
terminal, le groupement phosphate et l'NAc à l'extrémité. Cette structure est fabriquée par l'enzyme et secondairement il y 
a élimination de l'NAc terminal qui permet de révéler la marque Mannose 6P. Ces opérations biochimiques au lieu au 
niveau du Cis Golgi. Ensuite la glycoprotéine va traversée les différentes citernes de l'appareil de Golgi pour se retrouver 
dans le TGN où elle va rencontrer un récepteur qui va reconnaître spécifiquement la marque Man-6P. Cette reconnaissance 
permet d'emballer le couple récepteur-glycoprotéine-Man-6P dans des vésicules qui seront adressé à l'endosome tardif. 

L'Endosome tardif 

Comme le lysosome, l'endosome présente un pH acide à l'intérieur de sa lumière. En effet il existe dans la membrane des 
endosomes des protéines qui sont des canaux ionique : des Canaux à protons. Il n'y a pas de diffusion passive du proton, 
c'est donc un pompage actif qui nécessite l'énergie fournit par l'hydrolyse de l'ATP. Le fait de pomper les protons dans la 
lumière de l'endosome va permettre de l'acidifier en concentrant les protons à l'intérieur. Le degré d'acidification permet 
d'obtenir un ph=5, c'est-à-dire 2 unités de pH en dessous de la neutralité du reste de la cellule. Dans ces conditions la 
stabilité de l'interaction du couple ligand-récepteur est rompue à pH acide, le complexe est dissocié. Le récepteur va 
pouvoir être recyclé dans une vésicule de trafic rétrograde qui va retourner au niveau du TGN. Tandis que la molécule Man- 
6P va subir une hydrolyse du groupement phosphate et va donc va être régénéré l'enzyme avec son oligosaccharide et son 
mannose terminal. Donc la marque Man-6P n'a qu'une durée de vie limitée, elle n'est pas conservée de manière définitive. 
Ensuite à partir de l'endosome tardif, il va y avoir communication avec le lysosome qui va permettre d'adresser au final les 
enzymes vers leurs compartiments de résidence définitif. 

Les lysosomes 

Ces sont les voies de garage du trafic vésiculaire, ils assurent la majorité de la dégradation d'une grande partie du matériel 
biologique intracellulaire capté par la cellule. Comme les endosomes, ils possèdent une pompe à protons. L'acidité permet 
de descendre à un pH de 5. Toutes les enzymes contenue dans le lysosome adressés sont capable de dégradé une grande 
diversité de substrats : des acides nucléiques, des protéines, des liaisons peptidiques sur les oligosaccharides, des lipides, 
des phosphates, des groupements sulfates, des phospholipides... Toutes ces enzymes ont été adressées au lysosome par 
l'intermédiaire de la marque Man-6P en passant par l'endosome tardif. 


ENDOCYTOSE 



La voie d'endocytose est celle qui permet de faire rentrer à l'intérieur de la cellule du matériel qui à été capté à partir du 
milieu extracellulaire. Elle permet à la cellule d'accroché sur des récepteurs présent sur la membrane plasmique des 
ligands. Un regroupement de récepteur activé, les uns à proximité des autres dans une région à partir de laquelle la 
membrane plasmique va bourgeonner pour créer une vésicule d'endocytose exactement selon les modalités du trafic 
vésiculaire qui fonctionne avec ARF6 et la clathrine. Ces vésicules d'endocytose vont fusionner avec un endosome précoce 
qu'on appelle aussi Endosome de recyclage car c'est le premier compartiment acide que vont rencontrer les protéines. 
L'endosome précoce est acide avec un ph de 5 il y aura donc éventuellement dissociation du ligand et du récepteur. Il n'est 
pas représenté dans cette exemple que après la dissociation du ligand et du récepteur, d'engagé le ligand vers la 
dégradation et de recycler le récepteur vers la surface de la cellule. Dans cet exemple, le couple ligand-récepteur est 
destiné à être dégradé dans le lysosome en particulier car il a subit une ubiquitination. L'ubiquitine permet de marqué les 
protéines pour les envoyés vers le lysosome. Au niveau de l'endosome tardif, une partie de la membrane en particulier celle 
qui contient les récepteurs va bourgeonner vers la lumière de l'endosome, donc vers l'intérieur de l'endosome. Ces 
invaginations vont fissionner et se retrouver piégée à l'intérieur de l'endosome. On appelle cela des « corps 
multivésiculaire ». Cette endosome tardif va ensuite échanger du matériel avec le lysosome qui reçoit les vésicules d'origine 
Golgienne contenant des protéines marqué au Mannose-6P. Les échanges entre endosome et lysosome se font aussi par 
fusion direct sans vésicules de transport intermédiaire. Ces fusions directes sont des fusions temporaires, l'endosome tardif 
créer un canal de communication avec le lysosome et échanger du matériel, ensuite endosome et lysosome se séparent. 

La vésicule est recouverte par un manteau de clathrine. Le manteau est constitué de complexes multiprotéiques qui sont 
préassemblé. La clathrine existe sous forme de complexe macromoléculaire à 3 branches : Les Triskélions qui sont formé de 
3 chaines lourdes de et 3 chaines légères de clathrine. Ces chaines légères peuvent s'assembler selon 2 modalités : former 
une structure hexagonale de 6 complexes ou former une structure pentagonale avec 5 complexes. En combinant la 
formation des pentagones et des hexagones, la polymérisation va conduire à la formation de ces cages. Ces molécules de 
clathrine vont agir indirectement avec les récepteurs membranaires endocytés et va tirées sur la membrane sous jacente. Il 
existe de molécule qu'on appelle les « Adaptin » qui vont reconnaitre d'un coté le domaine intracytoplasmique du 
récepteur et qui vont reconnaitre de l'autre coté la molécule de clathrine. On retrouve ensuite le processus 
d'internalisation, le regroupement des récepteurs activés dans un puits recouvert de clathrine, la formation du bourgeon 
vésiculaire, la fission contrôlée par la dynamine et une fois la vésicule détachée de la membrane, elle va subir une 
dépolarisation du manteau, et les éléments du manteau vont retourner à l'état soluble pour pouvoir être réutilisé 
ultérieurement. La vésicule nue, dépourvu de manteau va pouvoir commencer acidifier son contenu en pompant des 
protons dans le cytosol vers la lumière vésiculaire. 

L'endocytose participe à de nombreux phénomène biologique. Elle amène à la surface de la cellule des transporteurs en 
réponse à un signal déclenché par la fixation de l'insuline à son récepteur. En revanche, il y a quelque peu de molécules de 
transporteur de glucose qui vont être capable de prendre en charge le glucose du milieu extracellulaire pour le faire rentrer 
dans le cytoplasme. Ces molécules sont peu nombreuses dans une situation où il n'y a pas de stimulation du récepteur 
d'insuline. En effet, les transporteurs de glucoses sont maintenus en permanence dans un endosome de recyclage 
spécialisé qui ne fusionne pas dans ces conditions avec la membrane plasmique et ne génère pas de molécule de recyclage. 
Une fois le récepteur activé par l'insuline, la fabrication de vésicule de recyclage va pouvoir avoir lieu. Donc l'entrer de 
glucose dans la cellule va être stimulé. En effet, l'hormone d'insuline contrôle la mise en réserve des nutriments au niveau 
des tissus périphériques et c'est grâce à des phénomènes d'endocytose que cela est rendu possible. 

LE CYTOSQUELETTE 


C'est un organite à part entière du cytoplasme qui n'est pas délimité par une membrane. Il est constitué de 3 éléments : Le 
microtubule. Le filament, et filament intermédiaire, eux même résultent de la polymérisation de protéine spécialisé. Les 
microtubules comme leur nom l'indique sont des tubes très fins. Les microfilaments sont les structures qui possèdent les 
polymères les plus fins rencontrés. Et les filaments intermédiaires font intermédiaires entre les 2. Ces 3 éléments 
fonctionnent ensemble et sont en interaction permanente. Ils présentent tous un comportement dynamique et sont en 
perpétuel renouvellement. Il se maintienne également les uns les autres, si 2 éléments vient à disparaitre les 3 disparaitra 
aussi. Les microtubules ne servent pas qu'à organiser le fuseau mitotique durant la mitose mais participe à diverse fonction 
de la cellule. Ils servent aussi à conditionner la morphologie de la cellule, à mettre en place la polarité de la cellule, à 
assurer le trafic membranaire. Les microtubules et les microfilaments servent aussi à organiser le cytoplasme, les molécules 
et les organites membranaires du cytosol qui vont trouver leur place à l'intérieur de la cellule en s'appuyant sur les 
éléments du cytosquelette. Les filaments intermédiaires confèrent des propriétés mécaniques de résistance aux cellules et 
aux tissus, ce sont des structures basées sur l'assemblage et la polymérisation de protéines différentes en fonction des 
types cellulaires. L'expression des ces protéines de filaments intermédiaire est une caractéristique de la différenciation 
cellulaire et de la grande diversité d'expression des protéines en fonction des type cellulaires spécialisés. 

Les Microtubules 

Les microtubules sont assemblés à partir d'une protéine qui sert de base : La « tubuline ». Cette tubuline est un dimère 
composé de 2 sous unités : sous unité alpha et sous unité beta, il en existe plusieurs variantes dans la cellule, on parle 
d' « isotype ». Il existe aussi d'autre type de tubuline : la tubuline gama qui est principalement retrouvé au niveau d'un 
organite particulier : le « centrosome » qui sert de point d'assemblage et d'organisation de microtubule dans la cellule. 

En regardant la structure de la tubuline alpha et beta on retrouve une région caractéristique de la fixation d'un nucléotide 
de GTP. A la fin de la molécule existe une région hypervariable, elle peut être largement modifiée par la cellule en terme de 
modification post traductionnelle et influencer la propriété des microtubules. La molécule alpha lie du GTP alors que la 
molécule beta lie du GDP. Le site de liaison nucléotidique d'alpha ne peut contenir que du GTP, on parle de site : non 
échangeable. En revanche la beta tubuline, le site nucléotidique va se comporter comme une molécule de protéines G, 



c'est-à-dire qu'une molécule de GDP va pouvoir y entrer chasser la molécule de GTP. Beta tubuline est aussi porteuse d'une 
activité GTPase, elle va être capable d'hydrolyser le GTP et GDP+P. On n'négligera alors de parler d'alpha qui est tout le 
temps lié au GTP. 

Les microtubules sont des polymères qui vont s'assembler à partir de la tubuline GTP pour former des cylindres qui sont 
constitué de protofilament. Un protofilament est un assemblage d'alpha puis de beta tubuline. Les protofilaments 
constituent la paroi du microtubule. Il faut 13 protofilaments pour constituer la membrane du microtubule. Le microtubule 
est creux. Les 2 extrémités du microtubule sont différents : L'extrémité du haut expose beta tubuline et l'extrémité du bas 
expose alpha tubuline, on parle d'une structure orientée ou polarisé. Dans la cellule il existe des lieux privilégié qui 
permettent leur assemblage. Dans ces lieux nous allons retrouver un anneau de tubuline gama qui sert de matrice pour 
l'assemblage d'une structure à 13 protofilaments. L'assemblage s'effectue de l'extrémité - à l'extrémité + où vont 
s'incorporer de nouvelles sous unité de tubuline GTP. 

Rôle du GTP 

La beta tubuline est une GTPase. La tubuline est sa propre « gap », c'est-à-dire qu'elle n'a pas besoin de protéine 
partenaire. C'est l'ajout d'une nouvelle sous unité de tubuline GTP à l'extrémité de la tubuline qui va stimuler l'activité 
GTPase de la tubuline situé en dessous. Le microtubule hydrolyse du GTP de proche en proche au fur et à mesure de sa 
croissance. La structure qui présente une coiffe de tubuline GTP qui permet de stabiliser la structure du microtubule. Tant 
que la coiffe sera présente la tubuline pourra continuer à croitre 

Cependant la coiffe de tubuline GTP peut être éventuellement perdue. La perte de la coiffe va exposer à l'extrémité + du 
microtubule de la tubuline GTP. On assiste à un phénomène de dépolymérisation. 

La gama tubuline est présent partout dans la cellule mais plus particulièrement au niveau du centrosome. Le centrosome 
joue un rôle fondamental dans la mitose, au cours de l'interphase il va servir de point d'ancrage et de fabrication de 
nouveau microtubule. Il est composé de 2 organisations particulières du microtubule qu'on appelle les centrioles. Les 
centrioles sont orientés à 90° de façon perpendiculaire l'un par rapport à l'autre. Il est assemblé en 9 triplets de 
microtubules. Ils sont entourés d'un matériel protéique qu'on appelle le matériel pericentriolaire où l'on va retrouver les 
anneaux de gama tubuline qui sont eux même maintenu en place grâce à des protéines partenaires, ils s'insèrent dans le 
matériel pericentriolaire. Lorsque qu'un anneau de gama tubuline est disponible la cellule pourra à cet endroit fabriquer un 
microtubule avec son extrémité - accroché à l'anneau de gama tubuline et son extrémité sera libre de croître vers la 
périphérie de la cellule. 

Nucléation et élongation des microtubules 

La formation de microtubule se fait en 2 temps. Le premier temps est l'auto-assemblage spontané des molécules de 
tubulines qui vont former une ébauche, un noyau, un nucléus de microtubule : la « Phase de nucléation ». Le noyau qui va 
être suffisamment stable dans le temps va pouvoir être rallongé par l'ajout de nouvelle sous unité : la « Phase 
d'élongation ». A des concentrations inférieures à lOpM/L et 20 pM/L, la concentration en tubuline n'est pas suffisante 
pour que l'auto-assemblage spontané soit assez stable et très rapidement il va se dissocier pour redonner des sous unité de 
tubuline soluble. En revanche à des concentrations supérieures à 20 pM/L, il va y avoir formation d'un noyau et élongation 
qui fait que les structures des microtubules vont pouvoir apparaitre. 

Il est possible de purifier des centrosomes et de les introduire dans ce système. A une concentration à lOpM/L, il y a 
formation de microtubules, mais ces microtubules sont courts et vont être plus long si la concentration en tubuline 
augmente. Lorsqu'on arrive à une concentration de 20pM/L, on retrouve des microtubules assemblés autour du 
centrosome mais également des microtubules qui se sont assemblés spontanément dans le milieu. Donc en l'absence de 
centrosome, il existe une concentration seuil au delà de laquelle les microtubules vont pouvoir s'assembler et que cette 
concentration seuil est beaucoup plus basse lorsqu'on est en présence de centrosome dans le système. 

Graphique de vitesse d'assemblage ou de désassemblage 

Premier graphique : La concentration va permettre de passer à une phase de dépolymérisation à une phase de 
polymérisation. La concentration critique doit être dépassée pour que des polymères se forment. 

Deuxième graphique : Les propriétés du bout + et du bout - ne sont pas identique. En effet le bout + recrute de nouvelle 
sous unité de tubuline plus forte que le bout - à condition qu'il soit libre, c'est-à-dire qu'il ne soit pas accroché à un anneau 
de gama tubuline. On obtient une courbe pour chacune des extrémités. En effet la concentration critique qui va permettre 
l'assemblage à l'extrémité + va être plus basse que celle du bout -. In vivo, dans la cellule la concentration se situe entre les 
2 concentrations critiques. Donc la croissance de microtubules est favorisé au bout + et au bout - se produit la 
dépolymérisation. 

Instabilité dynamique 

Chaque microtubule va se comporter indépendamment du voisin pour alterner entre des phases de polymérisation et des 
phases de dépolymérisation. A l'instant Tl, on distingue des microtubules de longueurs. Et à l'instant T2, sur ce même 
centrosome des microtubules se sont rallongé, raccourcies ou pas évolué. Les phases caractéristiques sont une phase de 
croissance, c'est la phase de polymérisation, une phase de dépolymérisation rapide, c'est la phase de catastrophe, puis 
repartir vers une nouvelle phase de croissance, c'est la phase de sauvetage. En effet la cellule va faire croire et décroitre la 
tubuline pour lui donner un comportement alternatif qui va lui permettre d'explorer, de collecté et de transporter des 
molécules. 

Treadmilling 

Le treadmilling permet la progression d'un microtubule dans le cytoplasme à condition qu'il est sont extrémité - libre donc 
pas accroché à un anneau de gama tubuline. Un microtubule va polymériser au bout +, donc il va incorporer des sous unités 



au bout + mais il dépolymérise au bout -, donc il se raccourcie en même temps au bout On peut dire que le microtubule 
est un polymère qui se déplace dans le cytoplasme. Et cela revient à faire glisser un microtubule qui va avancer dans le 
cytoplasme. 

Les MAP's structurales 

Les MAPs (Microtubule Associated Protein) structurales sont des protéines qui vont s'associées à la surface microtubulaire 
de façon à les recouvrir en grande partie. Les MAP présente un domaine d'interactions avec la surface du microtubule et 
présenter un grand domaine de projection latéral. Les MAPs qui servent à stabiliser le microtubule sont des MAPs que la 
cellule va être capable d'attacher et de détacher à la surface microtubulaire. Les MAPs peuvent être détaché après 
phosphorylation par des protéines kinase spécifique. Il existe aussi des molécules comme la MAP globuline qui va être 
capable transitoirement d'interagir avec une MAP pour la détacher du microtubule le temps d'un transport vésiculaire. 

MAP2 Dendrites et corps cellulaire 

Si nous regardons une dendrite et un axone dans une boite de culture, nous sommes incapables de dire lequel est un 
axone, lequel est une dendrite. En revanche si on regarde leurs MAPs : on distingue MAP2 dans les dendrites et les corps 
cellulaire et TAU dans les axones. En effet, MAP2 possède des extensions très longues qui vont contraindre les microtubules 
à rester à distance les uns des autres. Au niveau de l'axone le domaine de projection de TAU est plus petit, donc les 
microtubules vont être plus resserrés. C'est différences d'écartement vont jouer sur le diamètre des dendrites et des 
axones et sur la vitesse de conduction nerveuse. 

Les MAPs Motrice 

Il existe 2 sortes de moteur moléculaire selon leur direction dans laquelle ils vont marcher le long du microtubule. Le 
microtubule étant polarisé avec une extrémité + tournée vers la périphérie de la cellule et un bout - situé au voisinage du 
centrosome. Ces microtubules vont servir de rails pour assurer un transport bidirectionnel. Les moteurs moléculaires qui 
vont parcourir les microtubules vers le bout - sont les « Dynéines » et les moteurs moléculaires qui vont parcourir les 
microtubules vers le bout + sont les « Kinésine ». Ils utilisent tous les deux l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP pour 
changer de conformation et avancer sur le microtubule. La protéine motrice de type Kinésine sont au sens strict des 
bipèdes qui vont véritablement poser chaque pieds en alternance sur la surface du microtubule en interagissant avec la 
beta tubuline le long d'un même protofilament. Les dynéines sont des moteurs qui possèdent des têtes motrices beaucoup 
plus grosses. Les régions globulaires sont au contact du microtubule. L'hydrolyse de l'ATP se fait au niveau des têtes 
motrices. Il existe un autre dynéine spécialisé avec 3 têtes : la Dynéine ciliaire car on va la retrouver dans les cils et dans les 
flagelles 


Colchicine ou Nocodazole ou Vinblastine/Taxol 

. Tubuline sans centrosome : Il n'y a pas d'assemblage spontané de microtubules. 

. Tubuline avec centrosome : Assemblage des microtubules autour du centrosome. La concentration critique d'assemblage 
est abaissée en présence de centrosome. 

.Tubuline + MAP sans centrosome: Effet stabilisateur des MAPs, la concentration critique est abaissée encore d'avantage 
en présence de MAP. On observe une nucléation spontanée de microtubule avec l'absence de centrosome. 

. Tubuline + MAP avec centrosome: Nucléation spontanée de microtubule centrosomaux et extracentrosmaux. 

. Tubuline + MAP + Facteurs déstabilisants sans centrosome : On perd la nucléation spontanée de microtubule en l'absence 
de centrosome. 

.Tubuline + MAP + Facteurs déstabilisants avec centrosome : Assemblage des microtubules autour du centrosome. 

La dynamique microtubulaire avec des MAP et des facteurs déstabilisant est fortement accéléré en facteur synthétique par 
rapport à la dynamique qu'on obtient si on utilise uniquement de la tubuline et du GTP. Donc les facteurs déstabilisants 
sont nécessaires pour contrebalancer l'effet stabilisateur des MAP qui empêche le comportement dynamique des 
microtubules. Ces facteurs déstabilisants sont des moteurs moléculaires de la famille des Kinésine. Ce sont des moteurs 
particuliers, ils se concentrent à l'extrémité + du microtubule, et qui marchant sur les protofilaments vont favoriser leur 
courbure vers l'extérieur, la structure du microtubule va se retrouver en train de dépolymériser. Lorsque le protofilament 
se courbe vers l'extérieur, les sous unités de tubulines libre se séparent. Cette action est catalysée, favorisée par la marche 
de certains moteurs moléculaires qui agissent comme des facteurs déstabilisants. Au point de vue thérapeutique, on 
considère que le réseau de microtubule est la meilleur cible cellulaire pour tuer les cellules tumorales. 

Des molécules qui vont pouvoir perturber ces phénomènes d'assemblage et de désassemblage. Il existe des molécules 
déstabilisatrices : la « Colchicine ». Elle n'est pas utilisée en thérapeutique car elle a beaucoup d'effet secondaire. La 
colchicine se lie à la tubuline GTP et en se liant à la tubuline de GDP, elle va empêcher son incorporation dans le 
microtubule. En effet, la colchicine va être une molécule anti-polymérisante. Il existe un site particulier de liaison de la 
colchicine sur le dimère de tubuline, mais ce site va pouvoir être occupé par des molécules analogues comme le 
« Nocodazole », qui est utilisé en laboratoire et dont les effets sont réversible et la « Vinblastine », qui elles sont utilisé en 
thérapeutique. Dans notre cas qui est expérimental en in vitro, nous sommes dans une situation où la drogue est en forte 
de dose de l'ordre de 10 pM/L, c'est-à-dire dans des proportions similaires à la concentration de tubuline cellulaire. On 
observe que la colchicine, la nocodazole et la Vinblastine entraine une dépolymérisation des microtubules. En effet, en tant 
qu'antipolymérisant elles vont bloquer les phases d'élongation, en revanche les phases de catastrophes et de 



dépolymérisation ne sont pas du tout affectées. Autrement dit toutes les molécules qui sont retourné à l'état soluble après 
avoir été dépolymérisé vont être piégé par les drogues et ne pourront plus être réutilisé pour fabriquer des microtubules et 
par conséquent il y a très rapidement diminution de la population de microtubules cellulaire. De manière assez symétrique 
aux comportements de ces molécules antipolymérisantes, il existe des molécules stabilisatrices comme le « Taxol » qui est 
d'origine naturelle. Le Taxol à des concentrations assez fortes va exercer un rôle stabilisateur des microtubules. Il va se lier à 
la beta tubulines et va stabiliser le microtubule et va favoriser leur nucléation et leur assemblage. En présence de Taxol le 
pourcentage de la masse de polymère va augmenter donc augmentation de la polymérisation des microtubules. Chez le 
patient, la concentration est de l'ordre du nano Moles/L, et à ces concentrations tous les systèmes vont être stabilisateurs 
du microtubule. 

Cils et flagelles 

Au niveau du cytoplasme, des structures particulières qui émanent de ces derniers comme des prolongements 
cytoplasmiques sont des cils et des flagelles. Les cils et les flagelles sont des organites qui sont destiné à assurer une 
certaine mobilité cellulaire et sont tous construit selon le même modèle. Ce modèle est basé sur la présence d'un doublet 
de microtubule entier dans la partie centrale et maintenu l'une à l'autre. Ce doublet sert de cœur à l'assemblage d'une 
structure périphérique composé de 9 doublets de microtubules. Ces doublets ne sont pas des doublets complets, seul un 
microtubule est complet : le microtubule A, l'autre est ouvert et accolé au premier : le microtubule B. Ces 9 doublets de 
microtubules externes sont organisés de telle manière qu'il y est des interactions grâce à des protéines qui font le lien entre 
chaque doublet, des interactions de type latéral et radial qui permette la cohésion de la structure avec le doublet central. Il 
y a de même des « Bras interne de dynéine » accroché à un doublet et qui va pouvoir marcher sur le doublet voisin, ce qui 
va pouvoir expliquer le fonctionnement et battements des cils et des flagelles 

Corps basal 

En tant qu'excroissance d'origine cytoplasmique, les cils présentes une région qui sert d'ancrage et qui correspond à un 
centriole où l'on retrouve les 9 triplets de microtubules qu'on appelle aussi un corpuscule basal ou corps basale. 


Mouvement des flagelles 

Ces cils et ces flagelles vont être à un moment donné à battre de façon a assurer une mobilité de la cellule. Les 
spermatozoïdes possèdent un long flagelle qui possède un mouvement que l'on peut décomposer en un cycle de 5 étapes. 
Le flagelle va être tout d'abord incliné vers la gauche et une courbure va naitre à sa base et va se propager vers sont 
extrémité. Cette alternance d'inclinaison suivie de la propagation d'une courbure résulte d'un phénomène moléculaire qui 
a lieu au niveau des doublets microtubulaire. En effet, ces doublets microtubulaire sont solidaires entres eux grâce à des 
moteurs moléculaires qui sont libre de « glisser », marcher l'un par rapport à l'autre. Donc le fait d'introduire dans le 
système de l'ATP pour faire marcher dynéine ciliaire va provoquer un décalage entre un doublet microtubulaire et son 
voisin. Ce décalage existe si la partie axonème a été désolidarisée de la cellule, c'est dire si on a effectué une cassure ou une 
« Protéolyse » de la structure localisé à la base de l'axonème. Dans une cellule, une liaison assure entre le corps basal et le 
base de l'axonème qui va assurer une liaison mécanique qui va solidariser les doublets de sorte que les microtubules ne 
vont pas pouvoir se décaler les uns par rapport aux autres quand la dynéine va marcher et donc la seul alternative sur le 
plan mécanique est d'introduire une courbure de la droite. De cette manière, la cellule en fessant marché ces dynéines 
flagellaire va être capable d'imposer cette courbure qui va se propager ensuite à l'ensemble de la structure. 

MICROFILAMENT 

Les microfilaments sont des éléments du cytosquelette. Ils présentent des similitudes avec les microtubules mais avec 
toutes fois des différences. En effet les microtubules sont composés de tubulines et les microfilaments sont composés 
d' « Actine ». Contrairement à la tubuline, l'actine est une protéine monomérique qui existe sous 2 formes : une forme 
soluble : I' « Actine G » pour globulaire et une forme polymère : I' « Actine F » pour filamenteuse. 

Lorsque l'actine polymérise, elle s'assemble pour formé un microfilament lui même composé de 2 protofilaments (13 dans 
le cas du microtubule). Ces 2 microfilaments sont constitués d'un enchaînement de molécules d'actine et les 2 filaments 
vont tournés l'un autour de l'autre en hélice. Le microtubule se lie au nucléotide GTP mais l'actine se lie au nucléotide ATP 
et possède une activité ATPase. 

Polymérisation spontanée de l'actine 

De la même manière que les microtubules, l'actine possède un bout + et un bout -. Il faut d'abord provoquer une nucléation 
de l'actine pour former un petit noyau, petit polymère qui va être stabilisé assez longtemps à partir de l'assemblage 
d'actine ATP. L'extrémité + est aussi appelé : extrémité « Barbu » et l'extrémité - : extrémité « pointue ». Les molécules 
d'actine G (Globulaire) vont donc s'incorporé au bout +, et simultanément l'actine va hydrolyser l'ATP en ADP à l'intérieur 
du microfilament. La dépolymérisation se produit au bout - et la polymérisation au bout +. Il existe aussi une concentration 
critique d'assemblage différente au bout + et au bout -. Comme le microtubule, si les 2 extrémités du microfilament sont 
libres, alors le microfilament sera capable de faire du Treadmilling. L'actine ADP libéré suite à la dépolymérisation au bout - 
va pouvoir être recycler sous forme d'actine ATP après avoir subit un échange nucléotidique, donc une molécule ATP va 
entrer dans la poche de liaison, chasser la molécule ADP qui s'y trouve, prendre sa place et provoquer un changement de 
conformation de l'actine, et cette actine ATP sera à nouveau capable d'être incorporer au bout +. Comme chez la tubuline, 
il existe des molécules stabilisatrices et déstabilisatrices. La « Cytochalasine » va empêcher la polymérisation de l'actine. La 
« Phalloïdine » est un peptidique qui va se lier au microfilament d'actine pour les stabiliser. 


Equilibre dans la cellule repos (1) 



Dans la cellule la polymérisation d'actine s'effectue avec la présence de protéines partenaire qui contrôle l'assemblage. La 
« Beta-thymosine » est une protéine qui s'associe à l'actine sous forme ADP et qui va la bloquer dans l'état nucléotide di- 
phosphate. Donc l'actine liée à la beta-thymosine ne pourra pas nucléé ou allongé de nouveau microfilament. L'échange 
ADP contre ATP ne s'effectue de manière spontanée mais est catalysé par un facteur d'échange : La « Profiline ». La 
profiline va rester associé au complexe actine-beta-thymosine et on obtient des complexes ternaires qui sont prêt pour 
l'incorporation dans un microfilament. 

Equilibre dans la cellule repos (2) 

L'incorporation va se produire spontanément à partir du complexe ternaire si il existe des extrémités + libre, c'est-à-dire 
sans protéine coiffe qui empêcherait l'incorporation de nouvelle sous unité. L'actine G va avoir une plus grande affinité 
pour le bout + que pour la profiline. Et la profiline va retourner à l'état soluble et va pour être réutilisé. Une fois que le 
microfilament aura une certaine longueur, une protéine coiffe vient bloquer l'élongation. 

Alignement et pontage 

Les microfilaments une fois assemblé peuvent exercer des interactions les uns avec les autres. Ils interagissent grâce à des 
protéines qui vont assurer des ponts moléculaires entres microfilaments voisins. La « Fimbrine », la « Villine », la « Fascine » 
sont capable d'organiser les microfilaments en faisceau de microfilaments parallèles qui peuvent être impliqué dans la 
formation de structure cellulaire particulière. Il existe aussi des molécules de pontages : I' « Alpha-Actinine » et la 
« Filamine » qui peuvent créer des faisceaux parallèles plus lâches. La réticulation des microfilaments grâce à ces molécules 
de types filamine va former un gel qui va structurer une grande partie du cytoplasme. En effet, la cellule est capable de 
contrôle l'état de fluidité de son cytoplasme en contrôlant la viscosité de gel. Ce gel est qualifié « Gel-Isotrope ». Il existe 
aussi des molécules associé à l'actine : « ARP2 » et « ARP3 » qui sont des complexes qui vont capable de se fixer 
latéralement sur un microfilament d'actine existant et servir de point de nucléation à un deuxième filament. Donc des 
filaments peuvent donner naissance à d'autres filaments grâce à ces molécules de pontage. 

Régulation du coiffage et du clivage 

La gélification du cytoplasme. La protéine « Gelsoline » est activé par la fixation de calcium. La fixation de calcium entraine 
un changement de conformation de la protéine, et la protéine va ensuite s'accroché au milieu d'un filament d'actine et va 
la couper en deux, elle possède donc une fonction de clivage. Après clivage le gelsoline reste accroché à l'extrémité + du 
microfilament et va empêcher son élongation, elle se comporte donc comme une protéine de coiffe. Donc la gelsoline est 
capable d'assurer clivage et coiffage. La gelsoline va ensuite pouvoir être désactivé par « Inositol-Phosphate » 
(Phosphoinositides) (Sucre phosphorylé) qui va détacher gelsoline et libérer le filament. 

Transformations Gel-Sol 

La gelsoline est utilisé par la cellule pour fluidifier son cytoplasme par une transition Gel-Sol. La cellule a besoin de contrôler 
de sa viscosité cytoplasmique. A l'état « Sol » (Soluble) de courts microfilaments d'actine assemblé mais pas forcément 
réticulé donc ils sont libres de s'assembler et de se diffuser dans le cytoplasme et son donc dans une situation de solubilité 
maximale. L'intervention d'une molécule de pontage de type actinine, filamine va former un réseau de microfilaments qui 
vont être accrochés les uns aux autres latéralement de façon aléatoire et cet état va constituer un gel. Ce gel va présenter 
une viscosité importante. Pour réfluidifier le gel du cytoplasme, elle va couper les microfilaments qui ont été au préalable 
réticulé grâce au gelsoline qui va les cliver et donc les microfilaments vont être à nouveau libres. 

Dynamique de l'actine-GFP dans une cellule adhérente 

Les microfilaments d'actine sont capables de s'agencer les uns avec les autres pour former des structures différentes qui 
vont conditionner la morphologie de la cellule et son comportement. Une cellule fermement ancrée à une matrice 
extracellulaire va présenter de nombreux points d'adhérence avec le milieu environnant. Ces points d'adhérences vont être 
des points sur lesquels vont être accroché les câbles d'actines. Ces câbles d'actines s'agissent de faisceau de microfilament 
ponté les uns avec les autres, des faisceaux parallèles qui vont former ce qu'on appelle des fibres de tension visualisable par 
un marquage 

Dendritic Nucléation Model 

De l'actine sous forme d'ATP lié à de la profiline va s'assembler pour former un microfilament. L'extrémité + se trouve sous 
la membrane donc la polymérisation va se faire entre l'extrémité du protofilament et la membrane. L'élongation du 
filament va simultanément exercer une pression sur la membrane plasmique qui va donc être repousser vers l'arrière. De 
plus des complexes ARP2/3 vont s'accrocher et vont permettre la nucléation et l'élongation de nouveaux filaments 
d'actines qui vont être orienté à 70°. Cette orientation permet à la cellule de créer une multitude de branchement. Des 
milliers de filaments croissant sous la membrane vont pousser la membrane. Le filament qui polymérise vers l'avant va en 
même temps dépolymériser vers l'arrière. La cellule va de même bloquer l'extrémité + de certains filaments avec une 
protéine de coiffe pour bloquer leur élongation. Un analogue de la gelsoline, l'ADF-Cofilin va couper de l'actine ADP et il va 
y avoir ensuite recyclage de cette actine ADP par la profiline qui va catalyser les échanges ADP en ATP. 

Remodelage du cytosquelette d'actine par des protéines G 

Les protéines G de la famille Rho, Rac et Cdc42 contrôlent l'assemblage d'actines dans la cellule. La stimulation de l'activité 
de Rho va provoquer l'assemblage des filaments d'actine sous formes de fibres de tensions qui vont fortement ancrer la 
cellule et qui vont lui donner une forme polygonale. L'activation de Rac va favoriser la formation des lamellipodes. 
L'activation de Cdc42 va provoquer la formation des filopodes. Ce sont des extensions cytoplasmiques très fine de filament 
d'actine qui vont émergés de la cellule. 


ERM (Ezrine, Radixine, Moesine) 



Une cellule présente parfois une membrane présentant des microvillosités qui sont des replies très nombreux et proche les 
uns des autres qui ont pour objectif d'augmenter la surface d'échange avec le milieu extracellulaire. Cette microvillosité 
repose sur un réseau de câbles d'actine parallèles. Un réseau qui repose sur un pontage et des interactions latéral résultant 
des protéines ERM. Ces ERM sont normalement inhibé et les protéines sont dormantes. La phosphorylation des molécules 
de type Ezrine vont pouvoir s'ouvrir et en s'ouvrant elles vont être capable d'interagir d'une part avec un microfilament 
d'actine et de l'autre coté avec certains récepteurs membranaires. Et donc ces molécules vont faire le lien entre membrane 
et microfilaments d'actines important dans la formation de microvillosité. 

L'organisation de la cellule musculaire 

La cellule musculaire possède un cytosquelette extrêmement riche en actine et en myosine qui sont organisé de façon très 
régulière et très particulière. A l'intérieur de la cellule musculaire il y a des structures de microfilaments. Les microfilaments 
sont constitués de la juxtaposition d'unité contractile. Ces unités contractiles sont des structures qui vont être capable 
d'exercer la contraction musculaire et qui sont comprise entre 2 structures : les « disques Z ». A l'intérieur de ces unités 
contractiles on retrouve des filaments d'actines fins qui sont des structures spiralées. Ces filaments d'actines sont créer aux 
disques Z et vont retrouver la même structure en miroir de l'autre coté de ce disque. Les filaments fin d'actine sont séparés 
par des filaments épais qui sont constitué eux mêmes d'un assemblage de moteurs moléculaires capable de marcher sur 
l'actine et qui font partie de la famille des myosines. La myosine qui fait fonctionner les cellules musculaires c'est la 
myosine 2, elle s'organise en filaments épais qui exposent à sa surface un grand nombre de têtes motrices de myosines. Ces 
têtes de myosines vont marcher sur l'actine pour assurer la contraction. D'un point vu fonctionnelle, lorsque la marche des 
têtes de myosines s'opèrent sur les filaments d'actines, les disques Z vont se rapproché et va provoquer une 
microcontraction local qui va être répercuté un grand nombre de fois entant donnée qu'il y a des milliers d'unités 
contractiles. 

Action mécanique de la tête de myosine 

En tant que moteur moléculaire se sont des protéines qui vont utiliser l'énergie fournit par l'hydrolyse de l'ATP pour se 
déplacer sur les filaments d'actine au même titre que les dynéines et les kinésines sur les molécules de tubulines, les 
microtubules. 

Le déplacement se fait en un cycle de 5 étapes : 

1) La tête motrice de la myosine possède une forte affinité pour la molécule d'actine alors qu'elle est dépourvue de 
nucléotide, c'est-à-dire sans ATP dans le moteur. 

2) Lorsque la tête motrice se lie l'ATP, elle perd son affinité pour l'actine d'où un détachement entre les deux. 

3) Hydrolyse de l'ATP va permettre un changement de conformation, la tête de myosine va change d'angle par rapport au 
corps de la molécule. Pour l'instant l'ATP et ADP son toujours présent et n'ont pas encore été libéré 

4) Après libération du phosphate, on retrouve à nouveau une forte affinité entre le moteur et le microfilament. 

5) La myosine change à nouveau l'angle. Ce changement d'orientation va simultanément tirer l'actine vers la gauche. 

Pour que la myosine puisse marche sur le microfilament d'actine et que la contraction soit efficace il faut une coordination 
des mouvements des têtes de myosines. Cette coordination existe au sein des deux têtes motrices. 

Filaments intermédiaires 

Les filaments intermédiaires sont tous caractérisé par un modèle d'assemblage identique. Ce qui va changer d'un type de 
filament intermédiaire à l'autre, c'est la nature de la protéine qui va servir à fabriquer le filament. Plusieurs types de 
protéines peuvent s'assembler pour former ces filaments intermédiaires. Toutes les molécules possèdent un domaine 
globulaire du coté N-terminal, une région filamentaire qui va permettre des associations moléculaires par formation de 
structures en hélices avec des molécules analogues et une région globulaire C-terminal. L'unité élémentaire de formation 
des filaments intermédiaires est le dimère de ces sous unités. Donc 2 molécules identiques vont s'associer dans le même 
sens. Le dimère va ensuite s'associé à un autre dimère mais d'une façon antiparallèle. Ce mode d'assemblage se fait avec un 
décalage ce qui va permettre la polymérisation de plusieurs tétramères les uns à la suite des autres afin de former des 
fibrilles qui s'associe par 8 pour former la structure des filaments intermédiaires. 

Il existe différentes protéines qui vont intervenir pour former ces filaments intermédiaires selon les types cellulaires. 

Il existe 6 grands types de protéines de filaments intermédiaires. 

Association 

Les filaments intermédiaires servent à organiser certains types de jonctions cellulaires. Les jonctions cellules-cellules qu'on 
appelle les « Desmosomes » et les jonctions cellule-matrice extracellulaire qu'on appelle les « Hémidesmosomes ». 

JONCTIONS ET INTERACTIONS CELLULAIRES 


On peut classer les jonctions cellulaires en 3 grandes catégories : Les jonctions d'adhérence et d'ancrage, les jonctions 
communicantes (Jonctions Gap) qui sont situé entre cellules voisines et les jonctions occlusives (Jonctions serrées) qui sont 
des jonctions étanches, on les retrouves des les cellules épithéliales et endothéliales. 

Dans le cas des cellules polarisées comme les cellules épithéliales qui sont des cellules qui vont exposer au contact du 
milieu extérieur une région de la membrane plasmique, une région qui est caractérisé par la présence de microvillosité : 
c'est le « Domaine apical » de la membrane plasmique. Ce domaine apical va posséder une composition lipidique et 
protéique et des fonctions biologiques qui vont être différentes du reste de la membrane plasmique de la cellule. Le reste 
de la membrane va pouvoir établir des jonctions et des communications intercellulaires au niveau du domaine latéral qui 
est en continuité avec le domaine basal qui lui est le domaine qui va permettre à la cellule de s'accrocher à la matrice 




extracellulaire qu'on appelle aussi la « Membrane basale » ou « Lame basale ». Tout ce domaine basal et latéral forme le 
domaine « Baso-latéral » de la membrane plasmique. On trouve les jonctions qui vont assurer l'étanchéité entre les 
domaines membranaires : les « Jonctions serré » qui font tout le tour de la cellule, vont empêcher les protéines et les 
lipides présents dans un domaine de diffuser latéralement dans la membrane pour aller dans l'autre domaine. Les 
« Jonctions adhérentes » sont des jonctions cellules-cellules, elles font tous le tour de la cellule et est toujours situé sous la 
jonction serré. Les « Desmosomes » sont basé sur les filaments intermédiaires. Les jonctions communicantes sont des 
canaux permettant des échanges de molécules. Au niveau du contact avec la matrice extracellulaire, on trouve les 
Hémidesmosomes en interaction avec les filaments intermédiaires et les adhérences focales en interaction avec les 
microfilaments d'actines. Les jonctions sont toujours basées sur le même principe, c'est-à-dire qu'un élément du 
cytosquelette à l'intérieur du cytoplasme va être en interaction indirecte avec les protéines transmembranaires présente 
dans la membrane plasmique. Cette interaction est possible grâce à des complexes de protéines adaptatrices. 

Les adhérences focales 

Les adhérences focales sont des jonctions qui vont permettre à la cellule de s'accrocher à une matrice extracellulaire. Cette 
adhérence est possible grâce à des protéines membranaires : les « Intégrines ». Ces adhérences focales sont des régions 
spécialisées de la membrane au niveau desquelles vont s'accrocher des fibres de tensions formé de la juxtaposition de 
faisceau de filaments d'actine. Donc des fibres de tensions sont accrochées à des adhérences focales. L'actine interagit avec 
2 protéines : « Taline » et « Vinculine » et forme avec eux un complexe adaptateur. Ce complexe adaptateur est en 
interaction avec le domaine intracytoplasmique des intégrines. Ces intégrines sont des protéines toujours associé en 
dimère de combinaison intégrine alpha et intégrine beta. Il existe 24 intégrines différentes. Dans la matrice extracellulaire 
on rencontre des protéines secrétées par les cellules. Et les intégrines vont interagir avec les protéines de cette matrice et 
vont envoyées un signal à l'intérieur de la cellule dont certaines protéines kinase. Lorsque une cellule s'accroche sur un 
substrat, sur une matrice extracellulaire, les mets tout d'abord en place ces adhérences focales, émet un signal puis elle va 
établir le reste des jonctions. 

Ceinture d'adhérence 

Ces ceintures d'adhérence font tout le tour de la cellule et qui basé sur un réseau de filaments d'actines qui peuvent être 
susceptible de glisser grâce à l'action des moteurs de type myosines. Cette ceinture d'adhérence va présenter une certaine 
capacité de contractions nécessaire à la mise en place de la polarité. Les microfilaments de chacune de cellule vont entrer 
en contact avec des protéines adaptatrices : les « Caténines ». Les protéines qui servent à établir la jonction sont les 
« Cadhérines », ce sont des protéines transmembranaires qui sont caractérisé par un court domaine cytoplasmique et la 
répétition d'un motif pour former le domaine extracellulaire de la protéine. Ces cadhérines sont toujours associé par paire 
sous forme de dimère. 

Propriétés des cadhérines 

Au niveau de la molécule il existe un site de liaison du calcium qui est nécessaire pour conférer une rigidité suffisante au 
domaine extracellulaire de la molécule, pour pouvoir établir des interactions homologues avec les cadhérines présenté par 
les cellules voisines. Sans calcium entre les cadhérines, il n'y aura pas de structuration et interaction possible avec les 
cadhérines de la cellule voisine qui sont présenté en miroir. Les cadhérines appartiennent à une famille de plus de 80 
cadhérines différentes. Toutes les cadhérines ne sont pas exprimé dans tous les types cellulaires, il va y avoir des 
caractéristiques de différenciation qui va permettre à la cellule d'exprimer des cadhérines différentes. Néanmoins, toutes 
les cellules expriment au minimum une cadhérine. La diversité des cadhérines fait que certaines cellules vont avoir plus 
d'affinité pour établir des jonctions avec les cellules qui présentent des cadhérines homologues. 

Desmosomes 

Les desmosomes sont des jonctions sous tendu par des filaments intermédiaires. Ces filaments intermédiaires sont 
accrochés à des protéines adaptatrices qui appartiennent à la famille des plakines où l'on y trouve la « Desmoplakine » et la 
« Plakoglobine ». Ces molécules font un pont moléculaire entre les protéines transmembranaires et les filaments 
intermédiaires. Les protéines transmembranaires font partie de la famille des cadhérines, on les appelle dans le cas des 
desmosomes : la « Desmocolline » et la « Desmogléine ». Desmocolline et desmogléine accrochés aux filaments 
intermédiaires vont aussi établir des interactions homologues avec des protéines présentées dans l'autre sens par une 
cellule voisine afin de former ces desmosomes. Les desmosomes sont des structures très solides. Ils sont organisés au 
niveau latéral de la membrane raccroché les uns aux autres par les filaments intermédiaires. Ce réseau va être aussi en 
communication avec les hémidesmosomes. De même, ce réseau va présenter des propriétés mécaniques de rigidité et de 
solidité. La cohésion tissulaire résulte en grande partie à la formation de réseaux impliquant les desmosomes et les 
hémidesmosomes. 

Hémidesmosomes 

Les hémidesmosomes sont des jonctions qui permettent à la cellule de s'accrocher à la matrice extracellulaire. Cet 
accrochage s'effectue par l'intermédiaire des intégrines, c'est-à-dire les mêmes protéines transmembranaires qui serve à 
faire des adhérences focales, soit par l'intermédiaire des protéines « BPAG ». La première modalité de formation des 
hémidesmosomes implique tout d'abord un couple d'intégrine : alpha 6-Beta 4 qui va entrer en interaction avec des 
faisceaux de filament intermédiaire. Cette interaction nécessite une protéine adaptatrice : la « Plectine » qui joue le rôle 
d'une colle biologique qui va être capable de faire interagir d'éléments du cytosquelette entre eux c'est-à-dire qu'elle est 
capable de faire interagir un filament intermédiaire avec un microtubule ou un filament intermédiaire avec un 
microfilament et ainsi de suite. La deuxième modalité de formation implique 2 protéines BPAG : la protéine « BPAG2 » qui 
est une protéine transmembranaire qui va pouvoir interagir avec le milieu transmembranaire et la protéine adaptatrice 
« BPAG1 a». Donc ces hémidesmosomes, qui soit basé sur le recrutement des intégrines ou le recrutement de protéines 
BPAG vont former des structures semblables. 



Importance physiologique des hémidesmosomes 

Les desmosomes et les hémidesmosomes sont des réseaux sous tendu par les filaments intermédiaires. Ils vont conférer 
une certaine solidité aux tissus. En effet, ces desmosomes et ces hémidesmosomes sont indispensable pour empêcher la 
déchirure des cellules et le décollement des interactions des cellules épithéliales qui présente normalement des 
interactions avec la matrice extracellulaire. Au point de vue pathologique, certaines personnes vont s'auto-immuniser, 
c'est-à-dire que leur organisme vont élaborer des anticorps qui vont être dirigé contre les cadhérines desmosomales et 
hémidesmosomales et contre certaines protéines d'ancrage. Par conséquent, ces anticorps vont empêcher une fonction 
normale des desmosomes et des hémidesmosomes. On retrouvera dans les situations pathologiques, la présence de bulles 
cutanées sous le derme d'origine auto-immune. De la même manière, des anomalies des cytokératines peuvent entrainer 
une fragilité des filaments intermédiaires et donc favoriser en cas d'agressions mécaniques des déchirures cellulaires. 

Jonctions communicantes 

Les jonctions communicantes appelé aussi Jonctions chimiques ou jonction GAP car la creuse des trous entre les pôles 
latéraux de cellules adjacentes qui vont permettre des échanges de petites molécules qui vont pouvoir passer d'un 
cytoplasme à l'autre. Ces jonctions communicantes sont basées sur l'assemblage d'espèce de canaux : les « Connexons » 
qui sont formé par 6 « Connexines ». Le canal intercellulaire est lui même formé par l'alignement de 2 connexons présentés 
par les cellules adjacentes. Il existe 14 connexines chez l'homme, et ces connexines vont pouvoir s'assembler de façon 
homomérique (même connexines) ou hétéromérique (connexines différentes). Cette diversité de connexines qui vont être 
impliqués dans la formation de ces canaux va permettre à la cellule de contrôler la nature des molécules dont elle va 
autoriser le passage. Au niveau de la jonction communicante on va retrouver un grand nombre de canaux. La taille d'un 
canal de connexon est de l'ordre de 1,5 nm de diamètre. Les molécules susceptibles de passer à travers ces canaux sont des 
ions tel que le calcium, des oses, des AA, des nucléotides. De ce fait la cellule va pouvoir échanger des informations. 

Fonction de synchronisation 

On va retrouver des jonctions communicantes importantes dans les cellules naturellement excitables telles que les 
neurones et les cardiomyocytes qui sont des cellules musculaires cardiaques. En autre, ces jonctions communicantes vont 
permettre d'assurer la fonction de synchronisation cellulaire en réponse à un stimulus. En effet, toutes les cellules 
cardiaques doivent se contracter simultanément, si ce n'est pas le cas on obtiendra une fibrillation au lieu d'une contraction 
efficace. Expérimentalement, nous pouvons injecter un colorant dans une cellule. On observe que le colorant se diffuse 
dans les prolongements latéraux cellulaires et parvenir aux cellules voisines par les jonctions communicantes. Par ailleurs, la 
cellule est aussi capable de contrôler la perméabilité de ces jonctions. Donc la cellule peut provoquer la fermeture des 
jonctions communicantes telles qu'on le constate en présence de dopamine qui est une molécule neurotransmettrice. La 
stimulation par la dopamine provoque la fermeture des jonctions communicantes de la cellule 

Jonction serré 

Jonctions d'occlusion 

Les jonctions serrées sont des jonctions situées sous le pôle apical des cellules polarisées et au dessus de la ceinture 
d'adhérence. Ils vont assurer l'étanchéité entre le domaine apical et le domaine baso-latérale des cellules polarisées. Donc 
la diffusion d'un pôle à l'autre à de lipides et protéines qui sont inséré au niveau du pôle apical et au niveau du pôle baso 
latérale sera empêchée par les jonctions serrées. Par ailleurs, ils vont de même empêcher le passage paracellulaire des 
molécules. Les jonctions serrées font le tour de la cellule pour établir un contact étroit avec les cellules voisines. Ils sont 
situés juste sous le domaine apical. Entre les connexions focales, il y a un espace intermembranaire plus ou moins 
important. 

Claudine et Occludine 

Les jonctions serrées sont fabriqué par la mise en place de protéines membranaires : la « Claudine » et I' « Occludine ». A la 
différence des cadhérines, la Claudine et l'occludine présente plusieurs passages transmembranaires. La Claudine et 
l'occludine vont s'associer pour établir des interactions homologues, c'est-à-dire les mêmes protéines de la cellule voisine. 
Toutes ces régions de Claudine et d'occludine constituent les contacts focaux. Il existe aussi d'autre molécules qui 
établissent des contacts moins étroits, ce sont des molécules d'adhésion jonctionnelle : les JAM (Jonctional Adhesion 
Molécule) qui sont des molécules qui appartiennent à la famille des immunoglobulines. Les JAM vont être capable eux aussi 
d'établir des contacts avec des interactions homologues, c'est-à-dire des interactions avec les molécules JAM de la cellule 
voisine. 

La Claudine, l'occludine et la JAM sont toujours en interaction avec des protéines cytoplasmiques : les ZO (Zonula 
Occlunance) qui des protéines qui assure l'interface entre les protéines membranaire et d'autre élément intracellulaire. Il 
existe 3 molécules de ZO : ZOl, Z02 et Z03. Elles possèdent de nombreux domaines fonctionnels répétés, elles vont tous 
être capable d'interagir simultanément avec le domaine intracytoplasmique de la Claudine, de l'occludine et de JAM. 

Aspect fonctionnel 

Des jonctions parfaitement occlusives vont empêcher le passage paracellulaire des molécules. Ici, nous avons une 
représentation schématique de cellules épithéliales polarisées au niveau d'une barrière intestinale. Leur pôle apical 
présente des microvillosités. La monocouche de cellules épithéliales va jouer le rôle d'une barrière sélective. Prenons 
l'exemple d'un glucose libéré au niveau de la lumière intestinal qui est apporté par l'alimentation. Le glucose est capable 
d'entrer dans la cellule uniquement grâce à des transporteurs spécifiques. Au niveau, d'une cellule intestinales on va 
rencontrer 2 types de transporteurs pour le glucose : au niveau du pôle apical on trouve des transporteurs actifs et au 
niveau du pôle latéral et basale, des transporteurs passifs. Donc le glucose va être transporté activement contre le gradient 
de concentration à l'intérieur de la cellule et va se retrouver en concentration cytoplasmique élevé. Cette concentration 
élevé va permettre au glucose de sortir passivement par des transporteurs passifs du coté baso-latéral. Ce rôle de barrière 



est rendu possible par l'étanchéité des jonctions serrées car si toutes les molécules étaient capables de diffuser librement 
d'un coté à l'autre, il n'y aura plus de barrière. 


DEGRADATION DES PROTEINES 
Système ubiquitine 

Le fonctionnement d'une cellule est cycle, et en particulier le franchissement d'étape clé du cycle cellulaire va nécessiter 
dans la cellule de dégradé un certaines nombre de protéines et d'avoir des systèmes d'ubiquitination et de dégradation. 
Nous avons vu qu'au niveau du RE que les protéines mal conformé pouvaient être rétrotransloqué du RE vers le cytoplasme 
où elle va subir un greffage d'ubiquitine reconnu par le protéasome. L'ubiquitination implique 3 enzymes : El, E2 et E3 qui 
vont avoir pour but de lier de façon covalente l'ubiquitine qui est une petite protéine de 76 AA. Cette ubiquitine ne peut 
pas être transféré directement sur la protéine à dégrader. En effet, elle a besoin d'être activé, d'être élevée à un certain 
niveau énergétique. Cette élévation à un certain niveau énergétique nécessite l'intervention de l'enzyme El et E2. Tout 
d'abord, le 1 er niveau d'activation est produit par l'enzyme El qui est capable de lier elle même l'ubiquitine. Cette liaison va 
se faire entre l'acide aminé glycine (G) en position 76 et le carboxyle terminal de la chaine peptique avec un groupement 
thyol HS de El qui va être possible par l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP. Cet ATP sera hydrolysée en AMP + deux 
groupements phosphates inorganique PPi qui ne pourront jamais être réutilisé. Ensuite El donne l'ubiquitine à E2 et il se 
produit le 2 ème niveau d'activation qui va donner E2 ubiquitiné. L'enzyme E2 ubiquitiné fournit l'ubiquitine comme substrat 
à l'enzyme E3 qui va avoir 2 substrats : La protéine à dégradé et l'ubiquitine activé par E2. La liaison de la protéine à 
dégrader à l'ubiquitine est l'enzyme E3 qui est la seul enzyme de reconnaître spécifiquement la protéine à dégradé. Donc la 
spécificité du système est portée par l'enzyme E3. La liaison de l'ubiquitine s'effectue sur la chaine latérale d'une lysine 
groupement NH 2 . Cette ubiquitination peut s'arrêter et on obtient une molécule monoubiquitiné. Il peut aussi avoir une 
2 ème molécule d'ubiquitine conjugué à l'ubiquitine précédente. La spécificité du système d'ubiquitination est portée par 
l'enzyme E3, alors il va y avoir une grande diversité des E3. Les enzymes El et E2 sont moins diversifié. 

Protéasome 

Lorsque les protéines substrats on été ubiquitiné, elles sont reconnu par un complexe protéique qui va assurer la 
dégradation : le protéasome. La reconnaissance s'effectue par une sous unité régulatrice présente aux 2 extrémités du 
complexe. La protéine ubiquitiné va tout d'abord être désubiquitiné qui est le rôle d'une activité ATPase porté la sous unité 
régulatrice, et les ubiquitine vont être recyclé. Ensuite la protéine va entrée dans le canal constitué par les unités 
catalytiques qui forment un empilement de 4 disques. Et donc le peptide déroulé va cheminée à l'intérieur du cylindre pour 
pouvoir être clivé par l'activité protéase de ses sous unités catalytiques. Au final, la dégradation de la protéine va libérer des 
peptides de 3 et 26 AA. Une fois qu'une protéine est ubiquitinée, elle est va obligatoirement être dégradée. 

CYCLE CELLULAIRE 

Le cycle cellulaire permet aux cellules de croître et se diviser. La croissance est rendu possible pour une cellule si on lui 
apporté des nutriments nécessaire à son métabolisme. La cellule fabrique des molécules et va croitre en taille, et cette 
augmentation de la masse moléculaire va être contrebalancé par division de la cellule en 2 cellules filles. Cette balance est 
contrôlée par un certain nombre de régulation qui vont contrôler soit l'état de croissance soit l'état de division. La cellule 
ajuste l'intervalle de temps entre 2 divisions consécutive, elle attend d'atteindre une certaine taille avant d'activé la 
fonction de division : Contrôle nutritionnel du cycle. 

Organisation générale du cycle et des points de contrôle 

Une cellule en GO est une cellule quiescente au repos. Une cellule entre en cycle en G1 en poursuivant sa croissance en 
masse. Il existe plusieurs étapes de contrôle. A ce niveau la, il y a des conditions que la cellule doit remplir pour franchir le 
point de restriction afin de procédé à la division cellulaire. La cellule va ensuite passer en phase S, phase où la cellule va 
dupliquer son ADN. Après la réplication de l'ADN, la cellule entre en phase G2, où il va y avoir un deuxième contrôle de 
l'ADN et un contrôle des centrosomes. Ensuite, la cellule va entrer en phase de mitose, phase qui consiste à mettre toute la 
machinerie de la division avec des modifications morphologique et fonctionnelle. Au milieu de la phase de mitose au 
moment de l'alignement des chromosomes au niveau du fuseau mitotique à lieu un troisième point contrôle qui s'il est 
franchi donne naissance à deux cellules filles par une étape de Cytocinèse. En effet, toutes les cellules qui ne sont pas 
capables de franchir les points de restrictions vont sortir du cycle en déclencher un processus de mort. 

Durée des phases du cycle 

La durée d'un cycle aura une certaine durée qui dépend du type cellulaire considéré. Un cycle de division en moins de 24h 
(22h). Les phases G2 et S représentent l'essentiel de la durée du cycle. La phase de mitose est la seul phase visible. La 
mitose dure lh donc l'interphase dure 21h La phase G2 est relativement courte. 

Bases moléculaires des transitions du cycle cellulaire 

Le fonctionnement d'une cellule en cycle requiert l'intervention de protéine kinase particulière : les « Cdk » (Cyclin 
Dépendant Kinase) qui sont des protéines dont l'expression cyclique. Ces protéines d'expression cyclique sont des sous 
unités régulatrice qui associent à chaque fois : une cycline à une Cdk. Il existe 16 cyclines différentes. La même cycline peut 
s'associer à différentes Cdk et la même Cdk peut s'associé à différente cycline. A coté de ce système cycline-Cdk, il existe 2 
Ubiquitine ligase donc 2 enzymes E3 : l'ubiquitine ligase « APC/C » (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) et 
l'ubiquitine ligase « SCF » 

Aspects moléculaires de la régulation d'activité des Cdk 

Il y a 2 modes d'activation. Une Cdk qui n'est pas lié à sa cycline ne sera inactive. Par ailleurs, le complexe Cycline-Cdk peut 
être rendu inactif par une protéine inhibitrice de type « p27 ». Certaine Cycline et Cdk sont capables de s'activer entre elle 
mais il existe aussi des kinases activatrices de Cycline qu'on appelle « CAK ». CAK va phosphoryler le complexe Cycline-Cdk 



et cette phosphorylation active le complexe. Il existe aussi une autre phosphorylation par la kinase « Weel » qui va rendre 
inactif le complexe. En effet, un complexe actif est faiblement phosphorylé donc un complexe hyper-phosphorylé sera 
inactivé. La cellule est capable de déphosphoryler pour réactiver le complexe par l'intermédiaire. 

Activité des Cdk au cours du cycle 

Il existe 4 complexes principaux. Le premier est activé au moment de la transition en fin de phase G1 : Complexe « Cycline 
D/Cdk 4/6 ». En fin de phase de G1 mais présenté un pic en milieu de phase S : Complexe « Cycline E/Cdk 2 ». Au milieu de 
la phase M : Complexe « Cycline A/Cdk 2 ». Et le complexe majoritaire en fin de métaphase : le complexe « Cycline B/Cdk 1), 
Donc il y a 4 grandes évolutions de complexe Cycline/Cdk au cours du cycle. L'ubiquitine ligase APC/C va intervenir par 
assurer l'ubiquitination donc la future dégradation des cyclines A et B afin de provoquer un effondrement brutal. 

Régulations d'activité d'APC/C et SCF 

Ces protéines ligases APC/C peuvent avoir différente protéines partenaires selon la phase et donc va présenter un 
comportement différent selon la phase. Il y a 2 possibilités pour avoir un complexe APC/C actif. La première possibilité est 
de formé le complexe APC/C - Cdhl. On retrouve le complexe Cdkl-Cycline B en mitose et Cdk4/6-Cycline D en phase Gl. 

La deuxième possibilité est de former le complexe APC/C-Cdc20 au cours de la transition métaphase/anaphase. Une fois ce 
complexe formé l'activité d'ubiquitine ligase est stimulé. Donc il existe 2 modalités d'activation et d'inactivation de APC/C 
dans la cellule. 

L'ubiquitine ligase SCF est capable de provoquer l'ubiquitination de protéine substrat préalablement phosphorylé par des 
complexe Cycline-Cdk notamment par le complexe Cdk2/Cycline A (S). La phosphorylation du substrat va permettre la 
reconnaissance par SCF qui va ensuite provoquer le greffage des molécules d'ubiquitine. 

Activité APC/C au cours du cycle 

Le complexe APC/C-Cdhl fonctionne essentiellement en phase Gl. Et le complexe APC/C-Cdc20 fonctionne exclusivement 
au cours de la phase M. 

Phase Gl 

1. Freinage par pRb 

Point de restriction : Engagement vers la phase S 

Cette première étape est aussi appelée : La lever du freinage par la protéine pRb. La protéine pRb se comporte comme un 
inhibiteur de transcription qui est sous contrôle du facteur de transcription « E2F ». Lorsque la cellule n'entre pas en cycle, 
E2F lié à pRb forme un complexe qui va réprimés la transcription. Les gènes dont l'expression est réprimée par le complexe 
E2F/pRb sont les gènes qui codent pour les protéines Cyclines, Cdk et les protéines qui vont faire fonctionner la réplication 
de l'ADN en phase S. Associé à se complexe répresseur, on retrouve aussi des molécules capable de désacétylées les 
histones et donc les interactions Histones/ADN n'est pas favorable à la transcription. Au moment d'examiner si elle va être 
capable de passer le point de restriction, la cellule va tout d'abord lever l'inhibition de pRb sur la transcription dépendante 
de E2F. Cette inhibition résulte de l'action du complexe Cdk4/6-Cycline B en fin de phase Gl. En effet, pRb va être 
phosphorylé ce qui va entrainer la dissociation avec le facteur de transcription E2F ce qui va autoriser la transcription des 
gènes qui étaient réprimé. Simultanément, les histones sont ré acétylées ce qui va être favorable à la transcription. Donc la 
cellule va pouvoir stimuler l'expression des gènes qui codent pour les Cyclines nécessaire à la phase suivante. 

2. Rôle régulateur de SCF 

Toujours au point de restriction en fin de phase Gl, la cellule va stimuler l'activité des cyclines pour les étapes suivantes. 
Cette stimulation dépend de « SCF ». En effet SCF provoque la dégradation des protéines inhibitrice des complexes 
Cycline/Cdk tel que p27 en provocant leur ubiquitination. C'est le complexe lui même que phosphoryle p27 ce qui va 
permettre la reconnaissance de p27 par SCF. Autrement dit le complexe Cdk2/Cycline E (S) provoque sa propre activité. 


3. Surveillance de l'intégrité de l'ADN 

Toujours au moment du point de restriction en phase Gl, la cellule va contrôler l'intégrité de son ADN. Ce contrôle de 
l'intégrité résulte d'une signalisation particulière. En effet une cellule possédant un ADN endommagé, elle ne pourra pas 
dupliquer fidèlement son matériel génétique au moment de la phase S. Cette ADN endommagé va stimuler l'activité de 
certaine protéine kinase ce qui va avoir pour effet de phosphorylé et activé la protéine « gardien du génome » : la protéine 
« p53 ». Cette protéine p53 est présente dans la cellule en petite quantité car elle est associée à une protéine partenaire : 

« Mdm2 » qui possède une activité ubiquitine ligase qui est une enzyme E3. Donc p53 va être dégradé avec à cause de cette 
interaction p53/Mdm2. Lorsque l'ADN est endommagé, il y a stimulation d'une protéine kinase qui phosphoryler le 
complexe p53/Mdm2. Cette phosphorylation va dissocier le complexe et p53 sera donc activé. La protéine p53 va ensuite 
quitter le cytoplasme et va se transloquer dans le noyau et va ensuite exercer un rôle de facteur de transcription. Parmi les 
molécules exprimer sous l'effet de p53, on retrouve des inhibiteurs de cyclines de type p27. En réalité, il s'agit de p21 qui 
est un analogue de p27. L'expression de p21 va entrainer l'arrêt du cycle, c'est-à-dire que la cellule interrompt l'activité des 
complexe Cycline/Cdk en particulier Cdk2/Cycline E (Gl/S) et Cdk 2/Cycline A (S). Et, l'inactivation des Cdk, fait que la 
cellule ne va pas être capable de poursuivre le cycle. De plus, il existe un rétrocontrôle négatif de l'activité de p53 donc elle 
va non seulement stimuler la production de p21 et la production de Mdm2. La forte production de Mdm2 va exercer un 
rétrocontrôle négatif sur p53. Finalement, lorsque ce rétrocontrôle à lieu la cellule enclenche un processus de mort 
cellulaire et va entrer en apoptose. 


Phase S 



1. Duplication du centrosome 

Le centrosome est un organite présent en un seul exemplaire. Chaque centrosome comprend un centriole originaire de la 
cellule paternelle et un centriole fils dupliqué au moment de la duplication précédente. Le centriole père et le centriole fils 
forme le centrosome. Lorsque les microtubules s'organisent en interphase autour du centrosome, ils le font 
majoritairement autour du centriole père. Sous l'effet du complexe Cdk2/Cycline E, la cellule va provoquer des 
changements dans l'architecture de centrosome. Elle va tout d'abord séparer les 2 centrioles. Cette séparation va 
permettre une duplication semi conservative des centrioles qui va se déroulé pendant la phase S. Le centriole père d'origine 
va créer un autre centriole fils perpendiculaire. Et le centriole fils va devenir le futur centriole père et va se dupliquer pour 
donner un deuxième centriole. Cette duplication est sous contrôle du complexe « Cdk 2/Cycline E ». Par ailleurs, la 
duplication des centrioles issue du centrosome de la cellule en division peut être interrompue si la cellule ne franchit pas 
correctement le point de restriction. Et l'étape de duplication des centrioles va être empêchée par p53 qui va bloquer la 
séparation des centrioles. La duplication des centrosomes est une étape qui va durer tout le long de la phase S et une partie 
de la phase G2 de façon à se que les 2 centrosomes soit prêt à entrer en phase M. De même, au cours de la phase S il y a 
duplication semi conservative de l'ADN initiée sous le contrôle de Cdk2/Cycline A. 

Phase G2 

Lorsque Cdkl/Cycline B est présente au début de la phase G2, elle est inactivée par une hyperphosphorylation qui peut 
avoir lieu à deux endroits de la cellule mais qui aura au final le même résultat. La première inactivation à lieu dans le 
cytoplasme par une protéine kinase : « Mytl » qui est implanté dans la membrane du coté cytoplasmique de l'appareil de 
Golgi. Le complexe Cdkl/Cycline 2 se transloque ensuite dans le noyau en gardant un état hyperphosphorylé au niveau 
nucléaire par une autre protéine kinase : « Weel ». 

Au cours de la phase G2, il y a activation de la protéine kinase : « Polo » qui à un effet sur la protéine phosphatase : 

« Cdc25 ». Cdc25 est présent dans la cellule à l'état non phosphorylé inactif. Lorsque Cdc25 est phosphorylé par Polo, elle 
va devenir active. Cdc25 activé va pouvoir exercer sa fonction biologique sur le complexe Cdkl/Cycline B hyperphosphorylé 
au départ. Par conséquent cette action va entraîner l'activation du complexe Cdkl/Cycline B. 

Phase G2 

Point de contrôle en G2 

Il y a une deuxième étape de contrôle de l'intégrité de l'ADN qui à lieu en phase G2. En phase G2, l'ADN est endommagé 
provoque l'activation de protéine kinase : « ATM/ATR ». Cette kinase ATM/ATR va exercer son action biologique sur p53 ce 
qui va entraîner une stimulation de l'expression de p21. ATM/ATR va aussi phosphorylé une autre protéine kinase : 

« Chkl ». CHkl activée va phosphorylé Cdc25 pour l'inactiver. Finalement, la cellule arrête le cycle en G2 et meurt par 
apoptose. 

Phase M 

La phase M comprend tout d'abord la prophase, la prométaphase, la métaphase, l'anaphase et la télophase. En prophase, 
les chromosomes se condensent et les centrosomes de séparent. Il n'y a pas encore d'interactions possibles car les 
chromosomes sont encore entourés de l'enveloppe nucléaire. En prométaphase, il y a rupture de l'enveloppe nucléaire qui 
va rendre les chromosomes accessible aux microtubules, il y a fixation des chromosomes aux microtubules. En métaphase, 
une fois les chromosomes capturés, ils vont s'aligner sur la plaque métaphasique et des microtubules astraux font lien entre 
la membrane plasmique et les pôles des fuseaux. Lorsque la cellule a franchit les points de contrôles nutritionnelle, elle 
passe à la phase de mitose. A l'anaphase, il y a séparation et migration des chromatides sœur et la mise en place du sillon 
de clivage qui va se resserre de plus en plus où s'opère l'étranglement final qui sera le dernier point de contact entre les 
deux cellules fille. En télophase, au niveau de se dernier point de contact se trouve le corps intermédiaire. Le matériel 
génétiques se décondense et l'enveloppe nucléaire se réassemble à partir de vésicule. Les microtubules astraux 
initialement présents dans les deux pôles du fuseau vont reconstituer dans chacune des cellules filles un réseau de 
microtubules. 

Prophase 

Cdkl/Cycline B est le complexe qui va contrôler les différentes étapes de la phase M. Il est capable de se retrouver au 
niveau nucléaire et au niveau cytoplasmique. Et donc Cdkl/Cycline B va phosphoryler les histones. Cette phosphorylation 
s'effectue sous l'effet conjugué de l'activité kinase de Cdkl et l'activité d'une autre protéine kinase : « Aurora B ». Cette 
phosphorylation des histones va entraîner la création d'une interaction plus étroite entre les histones et l'ADN. La 
phosphorylation va donc favoriser la condensation du matériel génétique autour des histones pour former les 
chromosomes. La protéine « Condensine » va transloquer au niveau nucléaire et être incorporer dans la structure du 
chromosome. Donc les activités kinase de Aurora B et de Cdkl/Cycline B vont permettre de former le chromosome. Les 
effets cytoplasmiques vont être doubles. En effet, la cellule en division arrête la biosynthèse des protéines, elle a besoin de 
toute son énergie, donc elle va bloquer la traduction. Ce blocage rendu possible par la phosphorylation d'un facteur 
d'élongation « EF2a » par Cdkl/Cycline B. Simultanément, au niveau cytoplasmique Cdkl/Cycline B entraine la 
phosphorylation de certaines protéines cible qui font partie de la membrane des organites. L'appareil de Golgi est un 
organite unique dans la cellule. Donc pour que cet appareil de Golgi soit hérité à part égale par chacune des cellules filles, la 
cellule mère provoque une fragmentation des citernes de l'appareil de Golgi. Cette fragmentation résulte de la 
phosphorylation par Cdkl/Cycline B de la protéine « pll5 ». Dans les systèmes d'ancrage des compartiments accepteurs de 
l'appareil de Golgi, il existe des complexes protéiques associé à la protéine pll5. Et lorsque cette protéine pll5 est 
phosphorylé, les complexes se dissocient. Et cette dissociation est nécessaire pour aboutir à la fragmentation de l'appareil 
de Golgi en petites vésicules qui vont pouvoir se diffuser dans le cytoplasme et ensuite facilement être hérité par chacune 
des cellules filles. Au même titre que l'appareil de Golgi, le RE va aussi être fragmenté. Pour les autres organites tels que les 
lysosomes et les endosomes, ils sont suffisamment fragmenté au départ. Au cours de cette prophase, on note aussi une 



augmentation forte de leur comportement dynamique avec une diminution importante de leur demi-vie, donc une 
instabilité dynamique et un treadmilling qui va être accéléré. 

Prométaphase 

1. Rupture de l'enveloppe nucléaire 

La prométaphase est l'étape où les chromosomes vont pouvoir être capturé par les microtubules. La cellule va tout d'abord 
fragmenter l'enveloppe nucléaire par l'intermédiaire du complexe Cdkl/Cycline B. Le complexe phosphoryle les protéines 
de filaments intermédiaires qui sert à maintenir l'architecture de l'enveloppe : les « Lamines ». Donc lorsque Cdkl/Cycline B 
phosphoryle les lamines cela entraine une dépolymérisation des protéines des filaments intermédiaires et en même temps 
une vésiculation de l'enveloppe. 

2. Capture des chromosomes par les microtubules 

Les chromosomes ont été dupliqués. Et au niveau de leur régions centromériques les chromosomes vont recruter des 
protéines afin de formés un complexe : le « Kinétochores ». Chaque chromosome dupliqué possède 2 kinétochores. Ces 
kinétochores sont des structures qui vont devoir s'accrocher à des microtubules. Les 2 centrosomes sont séparés et les 
microtubules de chaque centrosome vont croitre et décroître assez rapidement ce qui va leur permettre de capturer un 
chromosome situé à proximité. Les kinétochores sont capables de nucléé leur propre microtubules qui peuvent être 
éventuellement capté par leur extrémité - autour des centrosomes. La mise en place du fuseau consiste à utiliser certain 
microtubule d'originaire de chacun des 2 centrosomes et à organiser ces microtubules de façon à ce qu'ils soient 
antiparallèles. Cette organisation antiparallèle est maintenue par des moteurs moléculaires qui appartiennent à la famille 
des kinésines. Ces moteurs présentent 2 têtes motrices : ce sont des kinésines tétramériques. Ces kinésines tétramériques 
sont capable de marcher simultanément vers l'extrémité + de chacun des microtubules antiparallèles auxquels ils sont 
accrochés, et donc ceci va avoir tendance à repoussé les microtubules du fuseau et à écarter les centrosomes et à maintenir 
les centrosomes à un certain niveau d'écartement. 

Métaphase 

L'alignement des chromosomes sur la plaque équatoriale est possible si les 2 kinétochores ont chacun été capturé par les 
microtubules des centrosomes opposés. L'alignement résulte de la mise en place d'un phénomène de treadmilling accéléré 
par la cellule. En effet au niveau du kinétochore, le microtubule est accroché latéralement, il va donc être libre d'incorporer 
de nouvelle sous unité de tubuline. De plus. Le microtubule est maintenu au centrosome par des moteurs qui vont interagir 
latéralement avec lui mais qui vont laisser l'extrémité - libre de dépolymériser. Le treadmilling va incorporer des sous unités 
des tubulines au voisinage du kinétochores et va dépolymériser des sous unités de tubulines au voisinage du centrosome. 

Et donc on va avoir la mise en place des flux polaires de tubuline qui sera intense et qui sera exercé dans les 2 directions 
opposés. Le flux polaire est nécessaire pour aligner les chromosomes sur la plaque métaphasique, et le système sera en 
équilibre lorsque les 2 microtubules seront de la même longueur. Donc tous les chromosomes peuvent s'aligner sur la 
région central grâce à ce système d'accélération de treadmilling et grâce à ce flux polaire de tubuline. Tant que les 
chromosomes ne sont pas capturés au niveau de tous les kinétochores, le point de contrôle en métaphase ne pourra pas 
être franchi donc la cellule va atteindre. 

Au niveau de kinétochores des protéines sont capables de provoquer des intéractions avec le kinétochores. Il y a aussi des 
kinésines donc des moteurs moléculaires qui vont être capable de marcher sur les microtubules et de les accroché 
latéralement. La protéine centromérique CENP-E est une protéine motrice. Dans le cas où le kinétochores n'arrive pas a 
accrocher le microtubule, CENP-E va stimuler l'activité d'une protéine kinase qui est associé au kinétochores : « BubRl ». 
Une fois stimulé, BubRl va phosphoryler une autre protéine du kinétochore « Madlp » (= Mitotic Arrest Déficient) qui sont 
des protéines dont la mutation provoque un arrêt en métaphase. Lorsque Madlp est phosphorylé elle va signaler au 
complexe APC/C (Ubiquitine ligase) de rester inactif. La signalisation de Madlp va faire que la protéine « Mad2p » va rester 
lier au complexe APC/C-Cdc20. Donc la cellule ne franchira pas le point de contrôle. 

En revanche, lorsqu'un ou plusieurs microtubules se lient au niveau du kinétochores, ceci va entrainer une reconnaissance 
par le moteur et donc un changement de conformation et un arrêt de la stimulation de l'activité kinase de BubRl donc un 
arrêt de la phosphorylation de Madlp et par conséquent la perte du signal qui permet de maintenir APC/C inactif. Mad2p 
va quitter le complexe et Cdc20 va pouvoir s'associé correctement à APC/C. Cette association correcte va stimuler l'activité 
ubiquitine ligase d'APC/C. Finalement, tant que tous les kinétochores de tous les chromosomes n'ont pas accroché 
correctement les microtubules, Madlp empêche l'activation du complexe APC/C- Cdc20. 

Anaphase 

1. Séparation des chromatides sœurs 

Au cours de l'anaphase, l'objectif est de dissocier les chromatides sœurs répliqué en phase S et assemblé au cours de la 
prophase. Il existe un autre complexe protéique qui a été assemblés en phase S qui s'appelle la « Cohésine » qui sert à 
accroché les chromatides sœurs entre elles. Lorsque le complexe APC/C-Cdc20 à été activé, elle va exercer son activité 
ubiquitine ligase sur une protéine inhibitrice : la « Sécurine ». La sécurine est un inhibiteur d'une activité protéase. Cette 
activité de protéase est exercée par la protéine : « Séparase » qui est une enzyme capable de cliver le complexe de 
cohésine. Donc APC/C-Cdc20, une fois actif va permettre ubiquitiner la sécurine donc entrainer sa dégradation par le 
protéasome, et la séparase va se retrouver active puis va être libre de clivé les cohésines qui va séparer les chromatides 
sœurs des chromosomes qui ont été accrochés correctement par leurs kinétochores. 


2. Mouvement vers les pôles 



Il y a 2 moteurs moléculaires « CENP-E » accrochés en formant un anneau autour du microtubule. Ces moteurs sont de 
type kinésine, ils vont en permanence marcher vers le bout + en hydrolysant l'ATP. Ce qui va permettre la migration vers les 
pôles, c'est un changement de comportement microtubulaire. En effet, il y a dépolymérisation rapide du microtubule à 
partir du bout +. Le bout + va donc perdre des sous unités de tubuline, et les protofilaments se courbent vers l'extérieur ce 
qui va faire glisser l'anneau de CENP-E le long du microtubule. Les moteurs toujours en train de marché vers le bout + vont 
rester en contact étroit avec cette extrémité même si celui-ci recule, cela aura pour conséquence de tirer les chromosomes 
vers les pôles. 

Télophase 

1. Réassemblage de l'enveloppe nucléaire 

Au niveau sous membranaire, un dispositif basé sur le cytosquelette d'actine. Ce dispositif est un « Anneau contractile » qui 
commence à ce resserrer dès l'anaphase pour permettre de réalisé un étranglement qu'on appelle le « Sillon de clivage ». 
L'anneau contractile résulte de l'accrochage à la membrane plasmique de microfilament d'actine de la famille ERM : la 
« Radixine ». La radixine est activée par phosphorylation. Cette phosphorylation est réaliser par la protéine : « Rho Kinase » 
qui elle même activé par phosphorylation de la protéine G « Rho » capable de remodeler le cytosquelette d'actine. Donc 
rho va stimuler rho kinase qui va phosphoryler la radixine ce qui va permettre d'accrocher les microfilaments d'actine à 
certaines protéines membranaire présent dans le domaine intracytoplasmique. Les microfilaments d'actine vont s'organiser 
de façon antiparallèle et vont pouvoir glisser les uns contre les autres grâce à l'action du moteur moléculaire « Myosine II » 
présent notamment dans les contractions musculaires. La cellule va phosphoryler par l'intermédiaire d'une protéine kinase 
la chaine légère de la myosine ce qui va activer la myosine II. Cette kinase est elle même activé par phosphorylation par le 
complexe Cdkl/Cycline B. En effet lorsque cette myosine est activée elle va pouvoir marcher sur les filaments d'actines vers 
l'extrémité + et donc le rapprochement des filaments antiparallèles ce qui va conduire à la contraction. Lorsque cette 
contraction s'achève, on obtient 2 cellules disjointe sauf au niveau de la région centrale qui a été fortement étranglée où 
l'anneau contractile va former au final un résidu : le « corps intermédiaire ». De part et d'autre de ce corps intermédiaire, 
on retrouve le reste des microtubules qui ont constitué le fuseau mitotique. Le signal de séparation résulte d'une 
intervention d'un des 2 centrioles présent dans chacune des cellules filles. Ce centriole va être mobile et va se rapproché 
vers le reste du fuseau où il va déclencher un signal favorable à la séparation définitive des cellules. 


MEIOSE 

La mitose permet la prolifération cellulaire. Elle fonctionne pour toutes les cellules de l'organisme à l'exception de cellules 
germinales. Au niveau des cellules germinal, l'organisme un mode de division particulier : la Méiose. Dans le cas de la 
méiose, comme pour la mitose, le matériel génétique est dupliqué dans la cellule mère. Suite à la réplication de l'ADN, la 
méiose fait intervenir 2 divisions cellulaires consécutives : la « méiose I » et la « méiose II ». A la méiose I à lieu les 
recombinaisons génétique et le passage à 2 cellules haploïdes. La méiose II, est une division réductrice qui va réduire le 
contenu en ADN. Au final, la méiose donne 4 cellules haploïdes qui sont les gamètes. 

Prophase 

La prophase est le moment où il y a recombinaison génétique et éventuellement Crossing over. 

1. Leptotene : Les chromosomes dupliqués se condensent 

2. Zygoptene : Formation des complexes synaptonémaux 

3. Pachytene : Un éventuel Crossing over s'est produit. Puis association des 2 chromosomes en formant un complexe 
synaptonémal sur toute la longueur 

4. Diplotene : Destruction du complexe synaptonémal. Mais les chromosomes restent associés. 

5. Diacinese : Fragmentation de l'enveloppe nucléaire. Dispersion du nucléole. Les chromosomes restent appariés. 

MORT CELLULAIRE 

Nécrose = Mort cellulaire accidentelle 
Apoptose = Suicide cellulaire 

Voie des récepteurs de mort 

Une cellule tueuse du système immunitaire possède une protéine membranaire « Fas ligand ». La cellule cible va 
reconnaître Fas ligand grâce à des récepteurs Fas. Le regroupement de récepteur Fas est le signal initial de va conduire à la 
cascade. La protéine adaptatrice « FADD » sert de lien entre le domaine intracytoplasmique de Fas une procaspase « : la 
« procaspase B ». La procaspase possède un domaine qui doit être clivé pour pouvoir être activé. Ce clivage s'effectue 
spontanément lorsque qu'il y a suffisamment de procaspases regroupées. La caspase 8 initiatrice va déclencher en cascade 
l'activation d'autres caspases. Et ce sont ces caspase qui vont aller cliver un grand nombre de protéines qui va conduire la 
cellule à la mort. 

Voie mitochondriale 

La mitochondrie contient des molécules telles que des « procaspases 2, 3, 9 », la protéine « Cytochrome C ». La perte 
d'intégrité de la membrane externe mitochondriale entraine la fuite de ces molécules qui seront capable de contrôler 
positivement l'apoptose. Donc cette perte d'intégrité est le signal déclencheur qui va permettre à la mitochondrie de 
recruter certaines protéines cytosolique. La mitochondrie fabrique un pore mitochondriale constitué de la protéine : 

« Bax » et « Bak » qui sont associées à une protéine cytosolique : « Bid ». A partir de ce canal va sortir les procaspases et le 
cytochrome C. Une fois dans le cytosol, le cytochrome C se lie à une protéine adaptatrice : « APAF-1 » (Apoptosis Protease 



Activating Factor-1). APAF-1 initialement inactive, une fois lié au cytochrome C elle va changer de conformation et être 
capable de recruter une procaspase initiatrice : la « Procaspase 9 ». Il va y avoir ensuite regroupement ces petits complexes 
pour former un gros complexe macromoléculaire : I' « Apoptosome ». Par conséquent, la mise en proximité des 
procaspases 9 va leur permettre de s'autoactiver et provoquer la cascade d'activation d'autres caspases qui va induire la 
mort de la cellule. 

Conséquence de l'activation des caspases 

Inactivation de facteurs de survie du cycle cellulaire (pRb, p21, APC...) 

Inactivation de facteurs de signalisation protecteurs 
Inactivation de molécules du cytosquelette 
Inactivation de chaperonnes (ICAD) 

Activation de facteurs favorisant la mort cellulaire (Mdm2, Bid...) 

Il existe dans la cellule des protéines qui sont capable de cliver de l'ADN : les DNase tels que CAD. CAD est inactive car elle 
est en interaction permanant avec une protéine inhibiteur de CAD : « ICAD ». Ce complexe va être transloquer au niveau 
nucléaire où il se dissocié par les caspases qui vont dégrader la protéine ICAD et donc l'activité de CAD est révélé. Au final 
CAD va cliver l'ADN ce qui va former des fragments d'acides nucléiques ce qui va conduire à la mort de la cellule. 



